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P.	  alni	   Phythopthora	  alni	  	  
P.	  syringae	   Pseudomonas	  syringae	  
R.	  solanacearum	   Ralstonia	  solanacearum	  
S.	  enterica	   Salmonella	  enterica	  
X.	   Xanthomonas	  
X.	  c.	  pv.	  bilvae	   Xanthomonas	  citri	  pv.	  bilvae	  
X.	  c.	  pv.	  punicae	   Xanthomonas	  citri	  pv.	  punicae	  
X.	  oryzae	   Xanthomonas	  oryzae	  
X.euvescatoria	   Xanthomonas	  euvesicatoria	  	  
Xacm	   Xanthomonas	  axonopodis	  pv.	  citrumelo	  
Xam	   Xanthomonas	  axonopodis	  pv.	  manihotis	  
Xau	   Xanthomonas	  citri	  pv.	  aurantifolii	  	  
XauB	   Xanthomonas	  citri	  pv.	  aurantifolii	  type	  B	  
XauC	   Xanthomonas	  citri	  pv.	  aurantifolii	  type	  C	  
Xcc	   Xanthomonas	  campestris	  pv.	  campestris	  
Xci	   Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  
Xcv	   Xanthomonas	  campestris	  pv.	  vesicatoria	  
Xoc	   Xanthomonas	  oryzae	  pv.	  oryzicola	  
Xoo	   Xanthomonas	  oryzae	  pv.	  oryzae	  
	  
Autres	  abréviations	  
	  AAD	   Acidic	  Activation	  Domain	  
ADN	  	  /	  DNA	   Acide	  Désoxyribonucléique	  
AFLP	   Amplified	  Fragment	  Length	  Polymorphism	  
ARNm	   Acide	  Ribonucléique	  Messager	  
ATP	   Adénosine	  Triphosphate	  
avr	   avirulence	  
bp	   base	  pairs	  
C.	   Citrus	  
CFBP	   Collection	  Française	  de	  Bacteries	  associées	  aux	  Plantes	  
CFU	   Colony	  Forming	  Unit	  
cGMP	   cyclic	  Guanosine	  Monophosphate	  
CWDE	   Cell	  Wall	  Degrading	  Enzymes	  
dpi	   day	  post	  inoculation	  
DSF	   Diffusible	  Signal	  Factor	  
EBE	   Effector	  Binding	  Element	  
EFR	   Elongation	  Factor	  Repector	  
EPS	  	   Exopolysaccharides	  
ET	   Ethylène	  
ETI	  	   Effector-­‐Triggered	  Immunity	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ETS	   Effector-­‐Triggered	  Susceptibility	  
FDC	   Fundecitrus	  collection	  
FEL	   Fixed	  Effects	  Likelyhood	  
FLS2	   Flagellin	  Sensitive	  2	  
gènes	  R	   gènes	  de	  Résistance	  
gènes	  S	   gènes	  de	  Sensibilité	  
HGT	   Horizontal	  Gene	  Transfer	  
hpa	   hrp	  associated	  
HR	   Réaction	  hypersensible	  
Hrc	  	   Hrp	  conserved	  
Hrp	   Hypersensitive	  response	  and	  pathogenicity	  
IAPAR	   Instituto	  Agronômico	  do	  Paraná,	  Londrina	  
IS	   Insertion	  Sequences	  
JA	   Acide	  Jasmonique	  
kb	   kilobase	  
LMG	   Belgian	  Coordinated	  Collections	  of	  Micro-­‐organisms	  
LOB	   Lateral	  Organ	  Boundaries	  
LPS	   Lipopolysaccharides	  
LRR	  	   Leucine	  Rich	  Repeat	  
MAMP	  	   Microbial-­‐Associated	  Molecular	  Patterns	  
MAPK  Mitogen-­‐Activated	  Protein	  Kinases	  
MDS	   metric	  Multidimensional	  Scaling	  
MLVA	   MultiLocus	  Variable	  	  number	  of	  tandem-­‐repeats	  Analysis	  
N.	  benthamiana	   Nicotiana	  benthamiana	  
NB-­‐LRR	   Nucleotide	  Binding	  Leucin	  Rich	  Repeats	  
NCPPB	   National	  Collection	  of	  Plant	  Pathogenic	  Bacteria	  
NLS	  	   Nuclear	  Localization	  Signal	  
NO	   Monoxyde	  d'azote	  
P.	  trifoliata	   Poncirus	  trifoliata	  
PAMP	   	  Pathogen-­‐Associated	  Molecular	  Patterns	  
PCR	   Polymerase	  Chain	  Reaction	  
PIP	   Plant	  Inducible	  Promoter	  
PNP	   Plant	  Natriuretic	  Peptides	  
PRR	   Pattern	  Recognition	  Receptor	  
PTI	   PAMP	  Triggered	  Immunity	  
pv.	   pathovar	  
PWM	   Positional	  Weight	  Matrices	  
qRT-­‐PCR	   quantitative	  Reverse	  Transcriptase-­‐Polymerase	  Chain	  Reaction	  
REG	   Redundant	  Effector	  Groups	  
REL	   Random	  Effect	  Likelyhood	  
RFLP	   Restriction	  Fragment	  Length	  Polymorphism	  
RLK	   Receptor	  Like	  Kinase	  
RLP	   Receptor	  Like	  Protein	  
ROS	   Reactive	  Oxygen	  species	  
RTX	  	   Repeats	  in	  the	  structural	  Toxin	  
Liste	  des	  abréviations	  
 
RVD	   Repeat	  variable	  Di-­‐residues	  
SA	   Acide	  Salicylique	  
SD	   Standard	  Deviation	  
SKWP	   Répétitions	  de	  42	  acides	  aminés	  partageant	  la	  courte	  séquence	  consensus	  "SKWP"	  	  
SLAC	   Single	  Likelyhood	  Ancestor	  Counting	  
SNP	   Single	  Nucleotide	  Polymorphism	  
T1SS	   Type	  1	  Secretion	  System	  
T2SS	   Type	  2	  Secretion	  System	  
T3E	   Type	  3	  Effector	  
T3SS	   Type	  3	  Secretion	  System	  
T3SS	   Type	  4	  Secretion	  System	  
T5SS	   Type	  5	  Secretion	  System	  
T6SS	   Type	  6	  Secretion	  System	  
TA	   Toxine	  	  Anti-­‐toxine	  
TAL	   Transcription	  Activator-­‐Like	  
TAL-­‐cc	   TAL	  effector	  causing	  citrus	  canker	  
TALE	  	   TAL	  effector	  
TARK1	   Tomato	  Atypical	  Receptor	  Like	  Kinase	  -­‐1	  
UPA	   Up	  regulated	  by	  AvrBs3	  
UPGMA	   Unweighted	  Pair	  Group	  Method	  with	  Arithmetic	  Mean	  
VNTR	   Variable	  Number	  of	  Tandem	  Repeats	  
Xop	   Xanthomonas	  outer	  protein	  






I Synthèse	  bibliographique	  
1 La	  spécialisation	  d'hôtes	  chez	  les	  organismes	  phytopathogènes	  
1.1 Émergence,	  adaptation,	  spécialisation	  d'hôtes	  
Une	  maladie	  est	  dite	  émergente	  lorsqu'elle	  est	  décrite	  sur	  un	  nouvel	  hôte,	  avec	  une	  augmentation	  
forte	   d'incidence,	   dans	   une	   nouvelle	   région.	   On	   parle	   de	   ré-­‐émergence	   lorsqu'une	   maladie	  
réapparait	   dans	   des	   conditions	   où	   elle	   était	   éradiquée.	   L'émergence	   peut	   être	   due	   à	   des	  
modifications	  de	  l'environnement,	  d'origine	  humaine	  ou	  non	  (16).	  
Elle	  peut	  également	  être	  le	  résultat	  de	  phénomènes	  d'adaptation,	  qui	  correspondent	  à	  l'ensemble	  
des	   modifications	   d'un	   génotype	   (caractéristiques	   génétiques	   d'un	   individu)	   qui	   ont	   été	  
sélectionnés	   par	   l'environnement	   dans	   lequel	   il	   vit	   et	   qui	   lui	   permettent	   d'avoir	   une	  meilleure	  
fitness	  (succès	  reproductif)	  par	  rapport	  aux	  autres	  organismes	  qui	  l'entourent.	  	  
La	   spécialisation	   d'hôtes	   est	   une	   forme	   d'adaptation	   où	   l'agent	   pathogène	   est	   essentiellement	  
capable	  d'attaquer	  un	   seul	  hôte	  ou	  une	  gamme	  d'hôtes	   relativement	   restreinte.	   En	  général	  elle	  
s'accompagne	  d'une	   spécialisation	  des	  déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  qui	   sont	   adaptés	   au	  
mieux	   à	   la	   plante	   cible.	   L'absence	   de	   la	   nécessité	   de	   déterminants	   généralistes	   (permettant	  
d'attaquer	   une	   vaste	   gamme	   de	   plantes)	   favorise	   une	   meilleure	   fitness	   sur	   l'hôte.	   Les	  
changements	   de	   spécificité	   d'hôtes	   sont	   une	   préoccupation	  majeure	   du	   fait	   des	   conséquences	  
pour	  la	  santé	  humaine	  ou	  entrainant	  des	  pertes	  considérables	  dans	  le	  domaine	  agricole	  (263).	  
Les	   mécanismes	   mis	   en	   jeu	   déterminent	   deux	   composantes	   de	   l'interaction	   plante-­‐micro-­‐
organisme	   :	   la	   virulence	   et	   l'agressivité.	   La	   virulence	   traduit	   la	   capacité	   d'un	  micro-­‐organisme	   à	  
coloniser	   un	   hôte	   donné	   ou	   non	   (valeur	   qualitative	   aboutissant	   ou	   non	   à	   l'infection),	   alors	   que	  
l'agressivité	   est	   une	   notion	   quantitative	   qui	   traduit	   l'intensité	   des	   symptômes	   provoqués,	  
impliquant	  leur	  cinétique	  d'apparition	  et	  le	  degré	  de	  multiplication	  in	  planta.	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La	   dissémination	   est	   indispensable	   à	   la	   survie	   d'un	  micro-­‐organisme	   pathogène,	   et	   est	   souvent	  
favorisée	  par	  une	  forte	  densité	  d'hôtes.	  La	  domestication	  des	  espèces	  sauvages	  et	  l'évolution	  des	  
pratiques	  culturales	  vers	  des	  monocultures	  intensives	  sont	  associées	  à	  des	  fortes	  densités	  d'hôtes	  
et	  une	  plus	  faible	  diversité	  génétique	  qui	  participent	  massivement	  à	  l'émergence	  et	  la	  dispersion	  
de	  maladies.	  	  
La	   plupart	   des	   émergences	   d'agents	   pathogènes	   de	   plantes,	   comme	   les	   invasions	   biologiques,	  	  
mais	   aussi	   les	   émergences	   d'agents	   pathogènes	   touchant	   l'homme	   ou	   les	   animaux	   sont	  
principalement	  provoquées	  par	  des	  changements	  environnementaux	  anthropogéniques,	  tels	  que	  
le	  transports	  de	  matériel	  végétal	  et	  des	  agents	  pathogènes	  au	  delà	  de	  leurs	  capacité	  de	  dispersion	  
intrinsèque,	   les	   techniques	   agricoles,	   ou	   encore	   des	   perturbations	   des	   habitats	   (16,	   127,	   315).	  
Certains	  phénomènes	  climatiques	  comme	  les	  cyclones	  ainsi	  que	  le	  changement	  climatique	  global	  
contribuent	  aux	  émergences	  du	  fait	  de	  transport	  d'inoculum	  sur	  de	  longues	  distances	  mais	  aussi	  
de	   modifications	   des	   conditions	   climatiques	   comme	   par	   exemple	   des	   modifications	   de	   taux	  
d'humidité	  et	  températures.	  	  
Trois	  modèles	   sont	  proposés	   afin	  d'appréhender	   les	   facteurs	  qui	   contribuent	   à	   l'émergence	  des	  
agents	  pathogènes.	  	  
1)	  La	  co-­‐divergence	  (host-­‐tracking)	  correspond	  à	  la	  co-­‐évolution	  d'un	  pathogène	  avec	  son	  hôte	  au	  
cours	   de	   la	   domestication	   de	   l'hôte	   et	   le	   développement	   d'un	   agrosystème	   spécifique	  
(conditions	   de	   culture,	   biologie	   de	   la	   plante).	   Dans	   ce	   cas	   le	   centre	   d'origine	   du	   pathogène	  
correspondrait	   au	   centre	   d'origine	   de	   l'hôte	   (361).	   Durant	   la	   domestication,	   la	   sélection	   de	  
l'hôte	   s'accompagne	   de	   la	   sélection	   de	   génotypes	   du	   pathogène.	   L'intensification	   de	  
l'agrosystème	  fournit	  alors	  un	  environnement	  favorable	  au	  pathogène	  le	  plus	  adapté.	  Ce	  type	  
de	   scénario	   d'émergence	   est	   par	   exemple	   illustré	   par	  Mycosphaerella	   graminicola	   qui	   cause	  
une	  des	  principales	  maladies	  du	  blé,	   la	   septoriose	   (434).	   L'approche	  de	  coalescence	  a	  mis	  en	  
évidence	  que	  deux	  sous-­‐populations	  trouvées	  dans	  les	  environs	  des	  zones	  cultivées	  sur	  plantes	  
sauvages	  se	  différencient	  par	  une	  plus	  large	  gamme	  d'hôtes	  pour	  la	  sous-­‐population	  pathogène	  
sur	   les	   herbes	   sauvages	   apparentées	   et	   une	   gamme	   d'hôtes	   plus	   étroite	   pour	   les	   souches	  
pathogènes	   sur	   l'espèce	   domestiquée.	   Le	   scénario	   alors	   proposé	   consiste	   à	   supposer	   que	   la	  
divergence	   de	   l'espèce	   pathogène	   sur	   le	   blé	   serait	   due	   à	   une	   sélection	   directionnelle,	   une	  
rapide	  accumulation	  de	  mutations	  suivie	  d'une	  augmentation	  de	  la	  taille	  de	  la	  population	  (361).	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2)	  Le	   changement	   d'hôte	   ou	   saut	   d'hôte	   :	   (host	   shift	   ou	   host	   jump)	   désigne	   le	   procédé	   selon	  
lequel	   un	   pathogène	   infecte	   une	   nouvelle	   espèce	   hôte	   préalablement	   exempte	   de	   maladie.	  
Dans	  ce	  cas	  l'hôte	  alternatif	  est	  un	  parent	  proche	  de	  l'hôte	  précédent	  (par	  exemple	  dans	  le	  cas	  
d'un	   changement	   de	   l'orge	   sauvage	   vers	   l'orge	   domestiqué),	   ou	   alors	   un	   hôte	  
taxonomiquement	  distant,	  appartenant	  à	  une	  autre	  classe	  ou	  un	  autre	  ordre.	  Ainsi	  les	  espèces	  
sauvages	   des	   écosystèmes	   naturels	   sont	   de	   potentielles	   sources	   de	   nouveaux	   pathogènes.	   A	  
titre	  d'exemple,	  Magnaporthe	  oryzae	  aurait	  "sauté"	  du	  millet	  Seteria	  vers	   le	  riz	   (90).	  Dans	  un	  
environnement	   donné,	   une	   espèce	   endémique	   peut	   être	   particulièrement	   sensible	   à	   une	  
introduction	  d'un	  microorganisme	  avec	  lequel	  il	  n'y	  a	  pas	  eu	  de	  processus	  de	  co-­‐évolution	  (16).	  
3)	  Gain	  de	  virulence	  par	  transferts	  de	  gènes	  horizontaux	  entre	  espèces	  distinctes	  ou	  apparentées,	  
accompagnés	  de	  réarrangements	  génomiques.	  A	  titre	  d'exemple,	  le	  gène	  codant	  pour	  la	  toxine	  
ToxA	  a	  été	  transféré	  entre	  les	  pathogènes	  du	  blé	  Phaeospaeria	  nodorum	  et	  Pyrenophora	  tritici-­‐
repentis	  (136),	  et	  l'espèce	  Phythopthora	  alni	  ssp.	  alni	  résulterait	  de	  l'hybridation	  de	  deux	  sous-­‐
espèces	  de	  P.	  alni	  spp.,	  ce	  qui	  aurait	  augmenté	  l'agressivité	  de	  l'agent	  pathogène	  sur	  l'aulne	  et	  
ainsi	  favorisé	  son	  émergence	  (198).	  
La	   plupart	   des	   cas	   d'émergences	   décrits	   à	   ce	   jour	   chez	   les	   bactéries	   phytopathogènes	   sont	   le	  
résultat	  d'introductions	  humaines,	   les	  phénomènes	  de	  saut	  d'hôte	  étant	  surtout	  décrits	  chez	   les	  
champignons	  et	  les	  virus,	  probablement	  du	  fait	  de	  caractéristiques	  intrinsèques	  comme	  des	  taux	  
de	  recombinaison	  élevés	  (16).	  Les	  cas	  d'épidémies	  par	  adaptation	  d'une	  bactérie	  à	  un	  hôte	  donné	  
sont	   souvent	   le	   résultat	   du	   contournement	   d'un	   gène	   de	   résistance	   introduit	   par	   sélection	  
variétale,	   il	   ne	   s'agit	   pas	   véritablement	   d'un	   changement	   d'hôte.	   Une	   telle	   situation	   a	   pu	   se	  
produire	  dans	  le	  cas	  de	  la	  maladie	  de	  Pierce	  sur	  vigne	  aux	  USA	  dont	  l'origine	  pourrait	  être	  liée	  à	  
l'introduction	  de	  Xylella	  fastidiosa	  subsp.	  fastidiosa	  à	  partir	  de	  plants	  de	  caféiers	  (290).	  
La	  compréhension	  des	  mécanismes	  d'évolution	  des	  pathogènes,	  de	   leur	  spécialisation	  et	  de	   leur	  
adaptation	   à	   un	   hôte	   ou	   une	   gamme	   d'hôtes	   est	   indispensable	   pour	   mieux	   appréhender	   les	  
phénomènes	  d'émergence	  et	  éviter	  ainsi	  des	  épidémies	  dans	  le	  domaine	  agricole,	  mais	  aussi	  dans	  
les	   compartiments	   sauvages,	   dans	   un	   contexte	   de	   monocultures	   extensives,	   d'échanges	  
commerciaux	   et	   de	   mouvements	   des	   populations	   humaines	   à	   différentes	   échelles	   locales	   et	  
mondiales	  (263).	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1.2 L'interaction	  plante-­‐pathogène	  
Comprendre	  pourquoi	  un	  organisme	  phytopathogène	  est	  capable	  d'infecter	  un	  nombre	  restreint	  
d'hôtes	  ou	  une	  certaine	  gamme	  d'hôtes	  a	  longtemps	  intrigué	  les	  phytopathologistes.	  En	  réalité,	  la	  
capacité	  d'un	  organisme	  pathogène	  à	  induire	  une	  maladie	  sur	  un	  hôte	  donné	  reste	  l'exception:	  la	  
plupart	  des	  plantes	  sont	  capables	  de	  résister	  à	  l'attaque	  de	  la	  plupart	  des	  agents	  pathogènes.	  
Lorsqu'un	  agent	  pathogène	  est	   capable	  de	  provoquer	  une	   infection	   sur	  une	  plante,	  on	  parle	  de	  
réaction	   compatible,	   et	   lorsqu'il	   n'en	   est	   pas	   capable,	   la	   réaction	   est	   qualifiée	   d'incompatible.	  
L'incompatibilité	   correspond	   à	   deux	   cas	   particuliers.	   Une	   incompatibilité	   qui	   touche	   un	   agent	  
pathogène	  sur	  une	  espèce	  de	  plante	  donnée	  est	  une	   résistance	  non-­‐hôte:	   l'agent	  pathogène	  ne	  
possède	   pas	   l'arsenal	   d'attaque	   permettant	   d'infecter	   la	   plante.	   Lorsque	   l'incompatibilité	   ne	  
concerne	  qu'un	  nombre	  restreint	  de	  souches	  ou	  certains	  cultivars	  d'un	  pathosystème	  dans	  lequel	  
la	  maladie	  peut	  être	  exprimée,	  on	  parle	  alors	  de	  résistance	  spécifique.	  
La	  relation	  entre	  une	  plante	  et	  une	  bactérie,	  qu'elle	  aboutisse	  à	  la	  résistance	  ou	  à	  la	  maladie,	  met	  
en	  jeu	  une	  interaction	  très	  étroite	  au	  niveau	  moléculaire.	  Cette	  interaction	  est	  le	  fruit	  et	  le	  moteur	  
d'une	   coévolution	  entre	   les	   deux	  organismes	  qui	   a	   été	   théorisée	   selon	   le	   «	  modèle	   en	   zig-­‐zag	  »	  
(206).	  Ce	  modèle	  combine	  et	  tente	  d'expliquer	  la	  relation	  évolutive	  qui	  existe	  entre	  les	  systèmes	  
bactériens	   d'attaque	   et	   d'inhibition	   des	   défenses	   végétales	   et	   les	   systèmes	   végétaux	   de	  
reconnaissance	  des	  bactéries	  et	  de	  déclenchement	  des	  défenses.	  La	   figure	  1	  résume	   le	  dialogue	  
moléculaire	   qui	   caractérise	   les	   différents	   niveaux	   de	   cette	   interaction	   et	   introduit	   différents	  
termes	  utilisés	  dans	  ce	  manuscrit.	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  Figure	  1	  :	  Le	  modèle	  en	  zig	  zag.	  	  
(1)	  :	   la	   plante	   détecte	   les	   PAMP	   grâce	   aux	   PRR	   et	   induit	   la	   voie	   PTI.	   (2)	  :	   le	   pathogène	   va	   délivrer	   une	  
batterie	   d’effecteurs	   qui	   va	   bloquer	   la	   voie	   PTI	   ou	   permettre	   la	   nutrition	   et	   la	   dispersion	   de	   l’agent	  
pathogène	  résultant	  en	  une	  sensibilité	  nommée	  ETS	  (effector	  triggered	  susceptibility).	  (3)	  :	  un	  effecteur	  va	  
être	  reconnu	  par	  une	  protéine	  de	  résistance	  (NB-­‐LRR)	  activant	  la	  voie	  ETI	  et	  permettant	  la	  mise	  en	  place	  de	  
la	  HR.	   (4)	  :	   les	   agents	  pathogènes	  ayant	  perdu	   l’effecteur	   (rouge)	   et/ou	  ayant	  éventuellement	  un	  nouvel	  
effecteur	  (bleu)	  permettant	  de	  bloquer	  la	  voie	  ETI	  sont	  sélectionnés.	  (5)	  :	  L’évolution	  va	  alors	  sélectionner	  
des	  plantes	  ayant	  un	  nouvel	  allèle	  codant	  pour	  une	  protéine	  de	  résistance	  capable	  de	  reconnaître	  un	  des	  
nouveaux	   effecteurs	   acquis	   par	   le	   pathogène	   et	   induisant	   la	   voie	   ETI.	   L’amplitude	   de	   la	   résistance	   est	  
proportionnelle	  à	  [PTI	  –	  ETS+ETI].	  ETS,	  effector-­‐triggered	  susceptibility	   ;	  ETI,	  effector-­‐triggered	  immunity	  ;	  
PTI,	  PAMP-­‐triggered	  immunity	  ;	  PAMP,	  Pathogen-­‐Associated	  Molecular	  Patterns	  ;	  PRR,	  pattern	  recognition	  
receptors	   ;	  NB,	  Nucleotide	  Binding	  Site	   ;	  LRR,	  Leucine	  Rich	  Repeat	   ;	  HR,	  hypersensitive	  response.	  D’après	  
(206)	  
	  
La	  résistance	  non-­‐hôte	  à	   la	  plupart	  des	  microbes	  est	  activée	  par	   la	  reconnaissance	  de	  molécules	  
présentes	   à	   la	   surface	   des	   microbes,	   les	   PAMP	   (pathogen-­‐associated	   molecular	   patterns)	   ou	  
MAMP	   (microbe	   associated	   molecular	   patterns),	   et	   les	   DAMP	   (damage	   associated	   molecular	  
patterns)	   qui	   dérivent	   des	   dommages	   causés	   à	   la	   plante	   par	   le	   micro-­‐organisme	   (443).	   Ces	  
molécules	   sont	   reconnues	   par	   des	   récepteurs	   transmembranaires	   de	   la	   surface	   des	   cellules	  
végétales	  appelés	  PRR	  (pattern	  recognition	  receptor)	  (442).	  L'invasion	  de	  l'hôte	  est	  ainsi	  stoppée	  
par	   un	   ensemble	   de	  mécanismes	   de	   défense	   à	   large	   spectre	   déclenchés	   par	   la	   reconnaissance	  
MAMP-­‐PRR	  et	  regroupés	  sous	  le	  terme	  de	  PTI	  (pattern	  triggered	  immunity).	  En	  réponse,	  les	  micro-­‐
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organismes	  ont	  développé	  des	  moyens	  de	  contourner	  ces	  défenses	  aspécifiques	  par	  un	  ensemble	  
de	  facteurs	  de	  virulence	  (206).	  Parmi	  eux,	  les	  effecteurs	  de	  type	  3	  (T3E	  pour	  type	  3	  effectors)	  sont	  
injectés	   dans	   la	   cellule	   hôte	   (voir	   section	   1.3)	   et	   sont	   capables	   de	   supprimer	   ou	   diminuer	   les	  
mécanismes	  de	  défense	  (359).	  Cette	  suppression	  de	  la	  PTI	  qui	  rend	  la	  plante	  sensible	  à	  l'infection	  
est	  appelée	  ETS	  (Effector	  Triggered	  Susceptibility).	  Au	  cours	  de	  l'évolution,	  les	  plantes	  ont	  alors	  en	  
retour	  développé	  des	  résistances	  plus	  spécifiques	  et	  plus	  rapides	  basées	  sur	  la	  reconnaissance	  des	  
T3E	   injectés	   dans	   la	   cellule	   hôte,	   l'ETI	   (Effector	   Triggered	   Immunity).	   La	   détection	   des	   T3E	   fait	  
intervenir	   des	   gènes	   de	   résistance	   R	   qui	   reconnaissent	   les	   T3E	   et	   déclenchent	   les	   réactions	   de	  
défense	   de	  manière	   rapide,	   ce	   qui	   induit	   la	   perte	   du	   pouvoir	   pathogène.	   L'évolution	   a	   conduit	  
l'agent	  pathogène	  à	  contourner	  cette	  réponse	  spécifique	  par	  l'acquisition	  de	  nouveaux	  effecteurs,	  
ou	  par	  la	  diversification	  des	  effecteurs	  de	  manière	  à	  esquiver	  la	  reconnaissance	  par	  la	  protéine	  R	  
végétale.	  
Les	   défenses	   déclenchées	   lors	   de	   l'ETI	   comprennent	   un	   ensemble	   de	   réactions	   diverses	   mais	  
corrélées	   (lignification,	   formation	   de	   papilles,	   production	   de	   phytoalexines,	   poussée	   oxydative,	  
peroxydation	   des	   lipides,	   production	   d'enzymes	   hydrolytiques…)	   qui	   déclenchent	   et	  
accompagnent	   la	   réaction	   hypersensible	   (HR).	   Celle-­‐ci	   aboutit	   à	   la	   mort	   cellulaire	   végétale	   aux	  
abords	   du	   point	   d'infection	   et	   à	   la	   libération	   de	   molécules	   toxiques	   pour	   les	   bactéries.	   Cette	  
réaction	   restreint	   la	  disponibilité	  en	  eau	  et	  nutriments	  pour	   l'agent	  pathogène,	  et	  est	  donc	   très	  
efficace	   contre	   les	   agents	   pathogènes	   biotrophes	   (organismes	   qui	   ont	   besoin	   de	   tissu	   végétal	  
vivant	   pour	   se	   développer).	   Les	   réactions	   de	   type	   HR	   sont	   observées	   lors	   d'interactions	  
incompatibles	   entre	   un	   pathogène	   et	   une	   plante	   résistante,	   ou	   alors	   lors	   d'interactions	   non-­‐
compatibles	  sur	  plantes	  non-­‐hôtes	  (275,	  280).	  
Bien	  que	   les	   voies	  de	   l'ETI	   et	  de	   la	  PTI	   soient	   activées	  par	  différents	   récepteurs	  moléculaires	  et	  
empruntent	  des	  voies	  de	  signalisation	  distinctes,	  ces	  deux	  niveaux	  du	  système	  immunitaire	  de	  la	  
plante	   interagissent	  afin	  de	  stopper	   l'infection	   (298	   ,	  388).	  De	  plus	  en	  plus	  de	  travaux	  suggèrent	  
l'imbrication	  de	  ces	  deux	  niveaux	  (389).	  Les	  analyses	  de	  transcriptomique	  ont	  révélé	  que	  certains	  
MAMP	  induisent	  des	  sets	  de	  gènes	  similaires	  à	  ceux	  induits	  après	  reconnaissance	  d'effecteurs	  par	  
des	   gènes	   R,	   et	   que	   plus	   généralement,	   certains	   sets	   de	   gènes	   sont	   induits	   par	   l'ETI	   et	   la	   PTI,	  
comme	   par	   exemple	   l'activation	   des	   voies	   hormonales	   (SA,	   ET,	   JA)	   (151,	   282,	   356).	   De	   plus,	   la	  
notion	  de	  MAMP	  est	  parfois	   floue	   :	   la	  protéine	  Ax21	   chez	  X.	  oryzae	  d'abord	   considérée	   comme	  
une	  protéine	  d'avirulence	  induisant	  la	  résistance	  à	  l'ensemble	  des	  cultivars	  dotés	  de	  la	  protéine	  de	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résistance	  XA21,	  via	  une	  réponse	  de	  type	  avr-­‐R	  typique	  de	  l'ETI	  (354).	  Or,	  la	  caractérisation	  fine	  de	  
la	  protéine	  Ax21	  a	  révélé	  que	  cet	  acteur	  du	  Quorum	  Sensing	  est	  très	  conservé	  au	  sein	  de	  l'espèce,	  
et	  répond	  alors	  à	  la	  définition	  des	  MAMP	  (242).	  
1.2.1 Le	  système	  immunitaire	  de	  la	  plante	  
1.2.1.1 Les	  réponses	  de	  défense	  basale	  ou	  PTI	  (pattern	  triggered	  immunity)	  
La	  PTI	  est	  la	  réponse	  des	  plantes	  suite	  à	  la	  perception	  non	  spécifique	  des	  micro-­‐organismes,	  qu'ils	  
soient	   pathogènes	   ou	   non.	   Les	   MAMP	   appartiennent	   à	   différentes	   familles	   de	   composés	  
chimiques	   (polysaccharides,	  protéines...)	   et	   comportent	  des	  domaines	  ou	  motifs	   très	   conservés,	  
en	   général	   essentiels	   à	   la	   survie	  des	  micro-­‐organismes	  et	   sont	   ainsi	   caractéristiques	   de	   grandes	  
classes	  de	  champignons,	  bactéries,	  et	  oomycètes	  (1,	  81,	  291,	  348).	  
Les	  PRR	  (récepteurs	  des	  MAMP)	  appartiennent	  à	  la	  classe	  des	  RLK	  (receptor	  like	  kinases),	  des	  RLP	  
(receptor	  like	  proteins)	  ou	  des	  protéines	  de	  surface	  (pour	  revue	  (13,	  441,	  442))	  qui	  sont	  capables	  
de	  détecter	  des	  MAMP	  comme	  la	  flagelline,	  les	  lipopolysaccharides	  (LPS),	  le	  peptidoglycane,	  ou	  le	  
facteur	  d'élongation	  EF-­‐Tu.	  L'archétype	  des	  MAMP	  est	  la	  flagelline,	  protéine	  de	  structure	  majeure	  
du	   flagelle	   bactérien	   dont	   dépend	   la	   motilité	   de	   la	   bactérie.	   La	   partie	   N-­‐terminale	   de	   cette	  
protéine	   contient	   un	   peptide	   relativement	   conservé	   de	   22	   acides	   aminés,	   flg22,	   qui	   suffit	   à	  
déclencher	  les	  réponses	  immunitaires	  après	  reconnaissance	  par	  le	  récepteur	  FLS2	  (129).	  Un	  autre	  
exemple	   est	   le	   facteur	   d'élongation	   bactérien	   EF-­‐Tu	   impliqué	   dans	   la	   synthèse	   des	   protéines	  
(fixation	  du	  complexe	  ARN	  de	  transfert	  -­‐	  acide	  aminé	  au	  ribosome),	  et	  plus	  précisément	  l'épitope	  
elf18	   qui	   est	   reconnu	   par	   le	   récepteur	   EFR	   (EF-­‐Tu	   Receptor).	   Récemment,	   la	   protéine	  
membranaire	   végétale	   BAK1	   a	   été	   identifiée	   pour	   la	   perception	   de	   la	   flagelline	   et	   d'EF-­‐Tu,	   et	  
pourrait	   servir	   d'activateur	   commun	   de	   nombreuses	   voies	   de	   signalisation	   dépendantes	   des	  
protéines	  RLK	  (80,	  201).	  Les	  différentes	  voies	  de	  signalisation	  qui	  suivent	  la	  perception	  des	  MAMP	  
semblent	   converger	   ce	   qui	   est	   supporté	   par	   l'existence	   de	   mécanismes	   communs	   de	   réponse	  
induits	  par	  différents	  MAMP	  (444).	  Ainsi,	   la	  plupart	  des	  micro-­‐organismes	  sont	  reconnus	  via	  des	  
systèmes	  de	  défense	  conservés,	  basés	  sur	  la	  reconnaissance	  par	  la	  plante	  des	  composés	  essentiels	  
à	  la	  survie	  bactérienne.	  	  
L'interaction	  MAMP/PRR	   conduit	   à	   de	   nombreux	   changements	  moléculaires	   et	   physiologiques	   :	  
immédiatement	   après	   la	   reconnaissance,	   l'action	   de	   flux	   ioniques	   et	   d'un	   "burst"	   oxydatif	   avec	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production	  d'espèces	  réactives	  de	  l'oxygène	  (ROS)	  et	  de	  l'azote	  (NO)	  entraînent	  une	  alcalinisation	  
du	  milieu	  extracellulaire.	  Simultanément,	  l'activation	  de	  cascades	  de	  signalisation	  MAPK	  (mitogen-­‐
activated	   protein	   kinase)	   conduit	   à	   la	   régulation	   des	   facteurs	   de	   transcription	  WRKY	   impliqués	  
dans	   les	   réponses	  au	  stress	   (301,	  307).	  Ces	  modifications	   sont	   couplées	  à	  des	  modifications	  des	  
voies	   hormonales	   impliquant	   l'acide	   salicylique	   (SA),	   l'acide	   jasmonique	   (JA)	   et	   l'éthylène	   (321).	  
L'auxine	  aurait	  aussi	  un	  rôle	  dans	  les	  voies	  de	  signalisation	  de	  la	  PTI	  par	   inhibition	  de	  la	  voie	  SA.	  
Ces	  différentes	  voies	  de	  signalisation	  aboutissent	  à	  des	  modifications	  transcriptionnelles	  de	  gènes	  
codant	  pour	  les	  PRR	  eux	  même	  (renforcement	  de	  la	  surveillance),	  des	  enzymes	  de	  dégradation	  des	  
protéines,	   la	   régulation	   transcriptionnelle,	   et	   la	   réorganisation	   des	   parois	   cellulaires	   (442).	   Les	  
modifications	   physiologiques	   associées	   à	   l'ensemble	   de	   ces	   mécanismes	   de	   défense	   sont	   la	  
fermeture	   des	   stomates	   pour	   prévenir	   l'entrée	   de	   nouvelles	   bactéries	   et	   le	   renforcement	   de	   la	  
paroi	  cellulaire	  végétale	  par	  production	  de	  callose	  (pour	  revue	  (13,	  266)).	  L'augmentation	  d'acide	  
salicylique	  est	  par	  ailleurs	  associée	  à	  la	  SAR	  (Systemic	  Acquired	  Resistance)	  qui	  permet	  d'assurer	  la	  
protection	   des	   tissus	   sains	   végétaux	   par	   sensibilisation	   par	   un	   premier	   contact	   avec	   l'agent	  
pathogène	  (120).	  
Les	   MAMP	   sont	   essentiels	   à	   la	   survie	   et	   au	   développement	   des	   bactéries.	   Les	   mutations	   qui	  
touchent	   à	   certains	   motifs	   clés	   compromettent	   la	   fitness	   de	   la	   bactérie,	   ce	   qui	   fait	   qu'ils	   sont	  
particulièrement	   conservés	   et	   qui	   en	   fait	   des	   cibles	   intéressantes	   pour	   la	   reconnaissance	   et	   la	  
défense	   non	   spécifique	   (442).	   Chez	   certains	   organismes	   pathogènes,	   il	   existe	   toutefois	   une	  
certaine	   spécificité	   de	   reconnaissance	   des	   MAMP	   :	   certains	   PRR	   n'étant	   présent	   que	   dans	  
certaines	   familles	  de	  plantes	  ou	  cultivars,	  et	   la	   séquence	  peptidique	  d'un	  MAMP	  pouvant	  varier	  
d'une	   espèce	   bactérienne	   à	   l'autre.	   Le	   peptide	   ax21	   conservé	   chez	   X.	  oryzae	   pv.	  oryzae	   est	   un	  
peptide	  de	  17	  acides	  aminés	  reconnu	  par	  le	  récepteur	  XA21	  chez	  certains	  cultivars	  de	  riz	  (242).	  La	  
flagelline	   isolée	   de	   12	   souches	   de	   Xanthomonas	   campestris	   pv.	  campestris	   (Xcc)	   a	   montré	   des	  
variations	   de	   réponse	   induite	   par	   la	   reconnaissance	   avec	   FLS2,	   variations	   corrélées	   avec	   un	  
polymorphisme	   d'un	   acide	   aminé	   (363).	   Les	   variations	   de	   reconnaissance	   d'un	  MAMP	   peuvent	  
aussi	  être	  liées	  à	  des	  modifications	  post-­‐traductionnelles.	  Les	  flagellines	  de	  P.	  syringae	  pv.	  glycinea	  
et	   de	  P.	  syringae	   pv.	  tabaci	   ont	   des	   séquences	   identiques	  mais	   des	   différences	   de	   glycosylation	  
expliquent	  le	  fait	  que	  seule	  la	  flagelline	  de	  P.	  syringae	  pv.	  glycinea	  élicite	  des	  réponses	  de	  défense	  
chez	  le	  tabac	  (373,	  375).	  Ces	  exemples	  illustrent	  des	  spécificités	  d'hôtes	  dépendantes	  des	  MAMP	  à	  
l'échelle	  du	  pathovar	  ou	  du	  cultivar	  impliquant	  parfois	  des	  modifications	  très	  subtiles.	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La	   régulation	   de	   la	   PTI	   par	  micro-­‐ARN	   interférant	   (ARNi)	   a	   par	   ailleurs	   été	   récemment	  mise	   en	  
évidence	  (329).	  L'expression	  du	  micro-­‐ARN	  appelé	  miR393	  est	  induite	  en	  réponse	  à	  la	  flagelline,	  ce	  
qui	  entraîne	   le	  clivage	  de	   l'ARNm	  de	  TIR1,	   le	   récepteur	  de	   l'auxine	   (281).	  La	  voie	  de	   l'auxine	  est	  
donc	  inhibée,	  ce	  qui	  lève	  l'inhibition	  de	  la	  voie	  de	  l'acide	  salicylique	  (SA).	  Le	  SA	  peut	  donc	  assurer	  
la	  coordination	  des	  voies	  de	  défense	  en	  réponse	  à	  la	  flagelline.	  Cet	  exemple	  montre	  l'importance	  
des	  processus	  d'ARN	  interférents	  (RNA	  silencing)	  dans	  les	  mécanismes	  de	  défense	  (296).	  
1.2.1.2 Les	  réponses	  de	  défense	  spécifiques	  ou	  ETI	  (effector	  triggered	  immunity)	  
Du	  fait	  de	  la	  conservation	  des	  MAMP,	  il	  est	  difficile	  pour	  les	  bactéries	  d'échapper	  au	  système	  PTI.	  
Les	   bactéries	   capables	   malgré	   tout	   d'infecter	   ces	   plantes	   sont	   celles	   qui	   ont	   pu	   contourner	   ce	  
système,	  en	  injectant	  des	  molécules	  effectrices	  dans	  la	  cellule	  végétale.	  Ces	  protéines	  effectrices	  
suppriment	  de	  manière	  rapide	  et	  spécifique	  les	  mécanismes	  de	  défense	  de	  la	  PTI	  (mais	  aussi	  ceux	  
de	   l'ETI	   induits	  par	  d'autres	  effecteurs)	  et	   induisent	  des	   symptômes	  par	  des	  mécanismes	  variés,	  
favorisant	  ainsi	  l'établissement	  du	  pathogène	  sur	  son	  hôte	  (ETS).	  La	  section	  1.3	  décrit	  de	  manière	  
plus	   exhaustive	   les	   fonctionnalités	   des	   effecteurs	   de	   type	   3	   (T3E)	   décrits	   dans	   le	   genre	  
Xanthomonas.	  
Un	   deuxième	   niveau	   de	   défense	   entre	   en	   jeu	   en	   réponse	   à	   l'ETS:	   les	   plantes	   possèdent	   des	  
récepteurs	  spécialisés	  capables	  de	  détecter	  les	  protéines	  effectrices	  et	  d'activer	  des	  réponses	  plus	  
efficaces	   :	   l'ETI.	   Ce	   mécanisme	   implique	   la	   reconnaissance	   spécifique	   par	   les	   protéines	   ou	   les	  
gènes	   de	   résistance	   (R).	   Comme	   les	  MAMP,	   du	   fait	   qu'ils	   soient	   reconnus	   par	   les	   protéines	   ou	  
gènes	  de	  résistance,	   les	  effecteurs	  sont	  des	  facteurs	  d'avirulence.	  La	  présence	  ou	  non	  d'un	  gène	  
de	  résistance	  correspondant	  au	  gène	  d'avirulence	  bactérien	  va	  contribuer	  à	  la	  détermination	  de	  la	  
gamme	  d'hôtes	  de	  l'agent	  pathogène	  (415).	  
La	  majorité	  des	  protéines	  R	  appartient	  à	  la	  classe	  des	  NB-­‐LRR.	  Elles	  sont	  constituées	  d'un	  domaine	  
central	  de	  liaison	  aux	  nucléotides	  (NB	  nucleotide	  binding)	  et	  un	  domaine	  composé	  de	  répétitions	  
riches	  en	  leucine	  (LRR	  :	  Leucine	  Rich	  repeats)	  en	  C-­‐terminal.	  Ces	  domaines	  sont	  également	  décrits	  
sur	  les	  protéines	  NOD	  des	  mammifères	  (nucleotide	  binding	  oligomerisation	  domain)	  qui	  sont	  des	  
récepteurs	   immunitaires	   jouant	   un	   rôle	   dans	   la	   reconnaissance	   des	   MAMP	   et	   l'induction	   de	  
l'immunité	   innée	   chez	   les	   animaux	   (24,	   443).	   Ces	   répétitions	   de	   20	   à	   30	   acides	   aminés	   sont	  
caractérisées	  par	   la	  présence	  de	   leucines	  ainsi	   que	  d'autres	   résidus	   aliphatiques	   à	  des	  positions	  
conservées,	   et	   déterminent	   la	   spécificité	   de	   l'interaction	   protéine-­‐protéine	   R-­‐avr	   (226).	   Les	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modifications	  des	  acides	  aminés	  dans	  ce	  domaine	  LRR	  sont	  le	  résultat	  de	  sélection	  positive	  (270):	  
les	   variations	   générées	   et	   conservées	   de	   ces	   protéines	   ont	   permis	   la	   diversification	   de	   leur	  
spécificité,	  de	  leur	  localisation	  cellulaire,	  et	  de	  l'activation	  des	  mécanismes	  de	  reconnaissance,	  leur	  
permettant	  ainsi	  de	  s'adapter	  aux	  différents	  pathosystèmes	  (317).	  Les	  protéines	  NB-­‐LRR	  peuvent	  
reconnaître	   la	  présence	  de	   l'effecteur	  dans	   le	   cytoplasme	  de	   la	   cellule	  végétale	   soit	  de	  manière	  
directe	  soit	  de	  manière	  indirecte	  (guard	  model,	  voir	  ci	  après).	  
1.2.2 Les	  modèles	  de	  l'interaction	  spécifique	  
Différents	   modèles	   d'interaction	   ont	   été	   proposés	   pour	   expliquer	   les	   mécanismes	   de	   l'ETI	   qui	  
permettent	   de	   percevoir	   l'attaque	   d'un	   pathogène	   et	   déclencher	   une	   réponse	   immunitaire	  
spécifique.	  
Le	   concept	   de	   gène	   pour	   gène	   (R-­‐avr)	   introduit	   par	   Flor	   est	   un	   des	   plus	   importants	   dans	   la	  
compréhension	   des	   mécanismes	   de	   résistance	   des	   plantes	   (132,	   133).	   Il	   s'agit	   de	   l'interaction	  
spécifique	   entre	   un	   gène	   de	   résistance	   (dominant)	   R	   d'une	   variété	   résistante	   avec	   l'effecteur	  
correspondant	  chez	  une	  souche	  du	  pathogène.	  En	  l'absence	  de	  la	  protéine	  de	  résistance	  ou	  de	  la	  
protéine	   d'avirulence	   correspondante,	   l'agent	   pathogène	   n'est	   pas	   détecté	   ce	   qui	   aboutit	   à	  
l'établissement	  de	  la	  maladie.	  	  
La	  reconnaissance	  d'un	  effecteur	  avec	  le	  gène	  de	  résistance	  associé	  se	  fait	  soit	  de	  manière	  directe	  
(application	   du	   concept	   de	   Flor	   à	   l'échelle	  moléculaire),	   soit	   par	   association	   avec	   une	   protéine	  
secondaire.	  Dans	   le	   premier	   cas,	   la	   protéine	  R	   interagit	   physiquement	   avec	   la	   protéine	   injectée	  
selon	  un	  modèle	  de	  type	  "ligand-­‐recepteur"	  (interaction	  directe)	  (213).	  C'est	  le	  cas	  notamment	  de	  
l'interaction	  entre	  la	  protéine	  de	  résistance	  Pi-­‐ta	  du	  riz	  et	  l'effecteur	  associé	  décrit	  (Avr-­‐Pita176)	  de	  
Magnaporthe	   grisea	   (204).	   Cette	   hypothèse	   a	   longtemps	   été	   supportée	   notamment	   par	   les	  
travaux	   de	   colocalisation	   R-­‐avr	   (111,	   380).	   Cependant,	   l'interaction	   physique	   directe	   de	  
nombreuses	  combinaisons	  R-­‐avr	  n'a	  pas	  pu	  être	  démontrée,	  ce	  qui	  a	  donc	  conduit	  à	   l'hypothèse	  
d'une	  interaction	  indirecte	  selon	  d’autres	  modèles	  (figure	  2)	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  Figure	  2:	  Les	  différents	  modèles	  d’interaction	  entre	  protéines	  de	  résistance	  et	  effecteurs.	  
A.	  Interaction	  directe	  :	  L’effecteur	  déclenche	  la	  maladie	  en	  se	  liant	  avec	  sa	  protéine	  cible	  en	  l’absence	  de	  la	  
protéine	  de	   résistance	   (R).	   En	  présence	  de	   la	   protéine	  R,	   la	   résistance	   est	   activée.	   B.	  Modèle	   de	   garde	   :	  
L’effecteur	   est	   détecté	   par	   une	   protéine	   de	   garde,	   ce	   qui	   entraine	   le	   déclenchement	   de	   la	   maladie	   en	  
l’absence	  de	   la	  protéine	  R.	  En	  présence	  de	   la	  protéine	  R,	   la	  modification	  de	   la	  protéine	  de	  garde	  par	  son	  
interaction	  avec	  l’effecteur	  est	  détectée	  par	  la	  protéine	  R	  qui	  déclenche	  la	  résistance.	  C.	  Modèle	  du	  leurre	  :	  
L’effecteur	  va	  se	  lier	  avec	  une	  cible	  de	  virulence	  ou	  une	  cible	  leurre.	  L’interaction	  avec	  la	  cible	  de	  virulence	  
déclenche	  la	  maladie	  en	  l’absence	  de	  protéine	  R.	  La	  cible	  leurre	  ne	  déclenche	  pas	  la	  maladie	  en	  absence	  de	  
protéine	  R	  mais	  permet	  le	  déclenchement	  de	  la	  résistance	  en	  présence	  de	  la	  protéine	  R.	  D'après	  (393)	  
	  
-­‐	  Le	  modèle	  de	  garde	  (guard	  model).	  Les	  effecteurs	  se	  fixent	  à	  une	  cible	  spécifique	  de	  l'hôte	  (103).	  
Les	   protéines	   R	   agissent	   alors	   comme	   un	   système	   de	   "garde",	   décèlent	   les	   modifications	  
moléculaires	  des	  cibles	  et	  activent	  les	  voies	  de	  signalisation	  de	  l'ETI.	  Plusieurs	  effecteurs	  peuvent	  
interagirent	  avec	  une	  même	  cible;	  par	  conséquent	  un	  seul	  système	  de	  surveillance	  est	  capable	  
de	   reconnaître	   la	   présence	   d'une	   large	   diversité	   d'agents	   pathogènes	   (99).	   En	   l'absence	   des	  
protéines	  R	  "de	  garde",	  l'effecteur	  joue	  un	  rôle	  dans	  la	  virulence	  en	  induisant	  la	  maladie	  du	  fait	  
de	   son	   action	   sur	   la	   cible.	   Du	   point	   de	   vue	   évolutif,	   la	   cible	   «	  gardée	  »	   est	   soumise	   à	   deux	  
mécanismes	  évolutifs	  opposés:	  en	  l'absence	  de	  protéine	  R	  son	  affinité	  avec	  l'effecteur	  tendra	  à	  





































meilleure	  affinité	  cible-­‐effecteur	  permet	  une	  meilleure	  reconnaissance	  et	  donc	  le	  déclenchement	  
des	  défenses	  de	   l'ETI.	   L'effecteur	  AvrPto	   chez	  P.	  syringae	   est	  détecté	  par	  deux	  protéines	  de	   la	  
tomate,	  Pto	  et	  la	  protéine	  Prf	  est	  associée	  à	  Pto,	  et	  conserve	  un	  état	  inactif.	  Lors	  de	  l'interaction	  
AvrPto-­‐Pto,	  l'inhibition	  de	  Prf	  par	  Pto	  est	  interrompue,	  et	  la	  protéine	  Prf	  active	  alors	  les	  défenses	  
de	  la	  plante	  (392).	  
-­‐	  Des	  travaux	  récents	  ont	  mis	  en	  évidence	  des	  protéines	  cibles	  non	  essentielles	  pour	  la	  virulence	  
du	  pathogène,	   ce	  qui	  ne	  correspond	  pas	  aux	  hypothèses	  avancées	  par	   le	  modèle	  de	  garde.	   Le	  
modèle	  du	  leurre	  (decoy	  model)	  a	  été	  proposé,	  selon	  lequel	  il	  existe	  des	  protéines	  "leurres"	  qui	  
miment	  les	  cibles	  de	  virulence	  des	  effecteurs	  et	  qui	  sont	  spécialisées	  dans	  la	  reconnaissance	  des	  
effecteurs	  pathogènes.	  Ces	  protéines	  pourraient	  être	  issues	  de	  la	  duplication	  des	  gènes	  codants	  
pour	  les	  cibles	  de	  virulence	  et	  dont	  l'évolution	  ultérieure	  aurait	  modifié	  la	  fonction.	  En	  l'absence	  
de	  cible	  leurre,	  la	  liaison	  de	  l'effecteur	  avec	  sa	  cible	  de	  virulence	  induit	  la	  maladie.	  Dans	  le	  cas	  de	  
la	  présence	  d'une	  cible	  leurre,	  l'effecteur	  se	  lie	  à	  plusieurs	  cibles	  à	  la	  fois	  et	  la	  reconnaissance	  par	  
le	   leurre	   déclenche	   les	   réactions	   de	   défense	   rapides	   et	   efficaces	   caractéristiques	   de	   l'ETI.	   Ce	  
modèle	  résout	  d'une	  certaine	  manière	  les	  contraintes	  évolutives	  opposées	  du	  modèle	  précédent.	  
En	  effet,	  l'ETI	  sera	  d'autant	  plus	  efficace	  par	  sélection	  vers	  une	  meilleure	  affinité	  du	  leurre	  pour	  
l'effecteur	  injecté	  dans	  la	  cellule	  hôte,	  et	  une	  diminution	  de	  l'affinité	  de	  la	  cible	  de	  virulence	  pour	  
l'effecteur	   associé.	   Ce	  modèle	   implique	  que	   le	   leurre	  mime	   la	   cible	  de	   virulence	  de	   l'effecteur	  
uniquement	  à	  des	  fins	  de	  reconnaissance	  (393).	  	  
Les	  différents	  modèles	  proposés	  pour	  expliquer	  les	  interactions	  aboutissant	  au	  déclenchement	  des	  
réponses	   spécifiques	   montrent	   la	   complexité	   et	   la	   diversité	   des	   effecteurs	   impliqués	   dans	   les	  
processus	   d'interaction	   plante-­‐pathogène.	   Il	   est	   fort	   probable	   que	   d'autres	   mécanismes	   non	  
encore	  décrits	  permettent	  de	  mieux	  modéliser	  ces	  interactions.	  Selon	  l'ensemble	  de	  ces	  modèles,	  
la	   combinaison	   des	   PRR	   (récepteurs	   des	   MAMP)	   et	   des	   protéines	   R	   ainsi	   que	   le	   répertoire	  
d'effecteurs	  T3E	  du	  pathogène	  déterminent	  la	  compatibilité	  de	  l'interaction.	  
1.2.3 Les	  structures	  impliquées	  dans	  l'interaction	  plante	  pathogène	  	  
Les	   bactéries	   phytopathogènes	   sont	   dotées	   d'une	   grande	   variabilité	   de	   facteurs	   d'agressivité,	  
certains	   étant	   nommés	   sous	   le	   terme	   d'effecteurs,	   qui	   constituent	   l'ensemble	   des	   molécules	  
sécrétées	   par	   les	   organismes	   pathogènes	   (ici	   associés	   aux	   plantes)	   et	   induisent	   l'altération	  
physiologique	  de	  la	  cellule	  hôte	  dans	  une	  configuration	  bénéficiant	  au	  pathogène.	  Ces	  effecteurs	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sont	   sécrétés	  via	  différents	   systèmes	  de	  sécrétion	  permettant	   le	   transport	  depuis	   le	  cytoplasme	  
bactérien	  vers	  le	  milieu	  extérieur	  à	  travers	  les	  membranes	  interne	  et	  externe	  des	  bactéries	  Gram	  –	  
(Figure	  3).	  	  
	  
Figure	  3:	  Les	  six	  systèmes	  de	  sécrétion	  présents	  chez	  les	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  
Les	  systèmes	  de	  type	  2	  (T2SS)	  et	  de	  type	  5	  (T5SS)	  dépendent	  de	  systèmes	  Sec	  ou	  TAT	  pour	  le	  transport	  de	  
protéines	  à	  travers	  la	  membrane	  interne.	  Les	  systèmes	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  (T3SS),	  4	  (T4SS)	  et	  6	  (T6SS)	  
sont	  associés	  avec	  des	  structures	  extracellulaires	  de	  type	  pilus	  and	  sécrètent	  des	  protéines	  dans	  la	  cellule	  
hôte	  (MI	  :	  membrane	  Interne,	  ME:	  membrane	  Externe).	  D'après	  (67).	  
	  
Si	   le	   rôle	  des	  différents	   acteurs	  de	   l'interaction	  dans	   l'agressivité	  ou	  dans	   la	   survie	  épiphyte	  est	  
souvent	  démontré,	  leur	  importance	  dans	  la	  spécificité	  d'hôtes	  et	  de	  tissu	  est	  peu	  caractérisée.	  La	  
plupart	  des	  études	  des	  déterminants	  de	  la	  virulence	  des	  bactéries	  phytopathogènes	  se	  basent	  sur	  
des	  effets	  observés	   sur	  une	   souche	  donnée	   sur	  un	  hôte	  donné,	  d'où	   la	  difficulté	  de	  déterminer	  
l'implication	   de	   ces	   facteurs	   de	   virulence	   dans	   une	   potentielle	   spécificité	   d'hôtes.	   La	   section	  
suivante	   décrit	   les	   différentes	   structures	   impliquées	   dans	   cette	   interaction.	   Lorsqu'elles	   ne	  
concernent	   pas	   les	   effecteurs	   de	   type	   3,	   les	   données	   concernant	   les	   déterminants	   du	   pouvoir	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pathogène	   du	  modèle	   Xanthomonas	   citri	   pv.	  citri	   (Xci)	   sont	   détaillées	   dans	   cette	   section	   (texte	  
bleu).	  La	  3e	  partie	  du	  document	  présente	  le	  modèle	  Xci	  et	  ses	  effecteurs	  de	  type	  3	  plus	  en	  détail.	  
1.2.3.1 L'adhésion	  	  
La	   capacité	   d'attachement	   d'une	   bactérie	   à	   son	   hôte	   et	   plus	   précisément	   aux	   cellules	   du	  
mésophylle	  est	  une	  étape	  cruciale	  pour	  permettre	  la	  colonisation	  de	  l'hôte.	  Les	  adhésines	  sont	  des	  
protéines	  de	   surface	  qui	   reconnaissent	   certains	   récepteurs	   spécifiques	  de	   la	   cellule	   végétale,	   et	  
sont	  pourvues	  de	  différentes	  spécificités	  d'attachement.	  Elles	  interviennent	  à	  différents	  stades	  de	  
l'infection	  :	  attachement	  aux	  tissus	  végétaux,	  entrée,	  colonisation,	  ou	  survie	  in	  planta	  (318).	  Deux	  
types	  d'adhésines	  sont	  décrits	  :	  les	  adhésines	  fibrillaires	  et	  les	  adhésines	  non	  fibrillaires.	  
-­‐	  Les	  adhésines	  non	  fibrillaires	   incluent	  les	  protéines	  filamenteuses	   identiques	  à	   l'hémagglutinine	  
(FHA)	  telles	  que	  FhaB.	  Les	  adhésines	  non	  fibrillaires	  HecA	  et	  XadA	  respectivement	  chez	  Dickeya	  
dadantii	   et	   X.	  oryzae	   pv.	  oryzae	   sont	   impliquées	   dans	   la	   virulence	   (318,	   324).	   Ces	   adhésines	  
transitent	  par	  le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  V.	  Le	  génome	  de	  Xci	  306	  compte	  un	  système	  de	  
sécrétion	  de	  type	  V,	  deux	  gènes	  présentant	  des	  identités	  de	  séquence	  avec	  xadA	  dont	  les	  rôles	  
n'ont	  pas	  été	  déterminés	   in	  planta,	  et	   la	  protéine	   filamenteuse	  FhaB	  qui	  est	   impliquée	  dans	   la	  
colonisation	  de	  la	  surface	  des	  feuilles	  et	  celle	  de	  l'apoplaste	  (56,	  161).	  
-­‐	  Les	  adhésines	  fibrillaires	  incluent	  le	  pili	  de	  type	  IV	  et	  les	  protéines	  qui	  lui	  sont	  associées.	  Ce	  pili	  
est	  composé	  de	  sous-­‐unités	  de	  piline.	  Il	  est	  présent	  chez	  l'ensemble	  des	  bactéries	  à	  gram	  –	  .	  Il	  est	  
impliqué	  dans	  l'agressivité	  de	  Xanthomonas	  campestris	  pv.	  campestris	  (souche	  8004),	  Ralstonia,	  
et	  Pseudomonas	   aeruginosa	   (185,	   209,	   316).	   Il	   est	   impliqué	  dans	   le	   transport	   de	  protéines	   en	  
général	   associées	   à	   de	   l'ADN	   notamment	   au	   cours	   des	   phénomènes	   de	   conjugaison.	   Chez	  
Bartonella,	   bactérie	   à	   Gram	   –	   de	   la	   classe	   des	  α-­‐	  protéobactéries,	   pathogène	   des	   animaux,	   le	  
système	   de	   sécrétion	   de	   type	   IV	   (Trw)	   est	   hôte	   spécifique	   par	   adhésion	   spécifique	   aux	  
érythrocytes:	   l'expression	  ectopique	  de	  Trp	  provenant	  de	  Bartonella	   tribocorum	   (spécifique	  du	  
rat)	   dans	   Bartonella	   quintana	   (spécifique	   de	   l'homme)	   ou	   Bartonella	   henselae	   (spécifique	   du	  
chat)	   les	   rend	  pathogènes	  sur	   rat,	   indiquant	  ainsi	   la	  possible	   implication	  des	  adhésines	  dans	   la	  
détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  (395).	  	  
Xci	  306	  possède	  deux	  T4SS,	  codés	  par	  les	  gènes	  vir	  :	  un	  cluster	  est	  sur	  le	  chromosome,	  l'autre	  sur	  
un	  plasmide	  (8,	  97).	  La	  mutation	  de	  gènes	  reliés	  aux	  pili	  de	  type	  IV	  provoque	  la	  diminution	  de	  la	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formation	  de	  biofilms	  et	  de	  l'agressivité.	  C'est	  le	  cas	  du	  gène	  codant	  pour	  la	  protéine	  membranaire	  
RhsD	   (XAC3245)	   (162).	   Xci	   est	   capable	   d'induire	   des	   HR	   non	   hôtes,	   ce	   qui	   suggère	   que	  
l'attachement	  à	  la	  cellule	  végétale	  via	  les	  adhésines	  n'est	  pas	  totalement	  spécifique	  (368).	  
1.2.3.2 Les	  lipopolysaccharides	  (LPS)	  
Les	  lipopolysaccharides	  sont	  une	  caractéristique	  propre	  à	  la	  paroi	  externe	  des	  bactéries	  à	  Gram	  –.	  
Ils	   sont	   impliqués	   de	  manière	   non	   spécifique	   dans	   les	   phénomènes	   de	   perméabilité	   contre	   les	  
composés	  toxiques	  sécrétés	  par	   la	  plante	   lors	  de	   l'interaction	   (255).	   Ils	  contribuent	  à	   la	  capacité	  
des	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  à	  induire	  la	  maladie	  (284).	  Chez	  X.	  	  axonopodis	  pv.	  citrumelo,	  
le	  gène	  opsX	   impliqué	  dans	   la	   structure	  des	  LPS	  est	   indispensable	  au	  pouvoir	  pathogène	  et	  à	   la	  
croissance	  sur	  pomelo	  (Citrus	  paradisi	  cv.	  Duncan)	  mais	  n'a	  aucune	  incidence	  sur	  la	  croissance	  sur	  
haricot	  (223).	  Chez	  Xci,	  les	  LPS	  sont	  impliqués	  dans	  la	  formation	  du	  biofilm,	  la	  résistance	  au	  stress,	  
la	   mobilité,	   la	   virulence	   et	   la	   croissance	   in	   planta	   (115,	   232,	   246,	   304,	   419).	   Les	   LPS	   étant	   un	  
MAMP,	  ils	  sont	  probablement	  impliqués	  dans	  le	  déclenchement	  des	  défenses	  basales:	  les	  mutants	  
Xci	   wzt	   et	   rfb303	   ont	  montré	   de	   plus	   faibles	   niveaux	   d'expression	   des	   gènes	   impliqués	   dans	   la	  
défense	  sur	  plante	  hôte	  et	  non-­‐hôte	  (304).	  La	  mutation	  d'un	  des	  deux	  composants	  colR	  ou	  colS	  du	  
régulateur	  ColR/ColS	  (impliqué	  dans	  la	  production	  des	  LPS,	  la	  formation	  de	  biofilms,	  la	  résistance	  
au	   stress,	   et	   la	   transcription	  de	  hrpD6	  et	  hpaF)	   résulte	  dans	   la	   perte	  de	  pouvoir	   pathogène	   sur	  
pomelo	  (419).	  	  
1.2.3.3 La	  mobilité	  et	  le	  chimiotactisme.	  	  
Les	  bactéries	  sont	  attirées	  par	  un	  ensemble	  de	  substances	  le	  plus	  souvent	  nutritives	  :	  sucre,	  acides	  
aminés.	  Le	  gradient	  chimique	  donne	  la	  direction	  de	  la	  mobilité.	  Les	  champs	  du	  chimiotactisme	  et	  
de	   la	  mobilité	   sont	  donc	   intrinsèquement	   liés.	   La	  mobilité	  est	  particulièrement	   importante	  pour	  
les	  bactéries	  pathogènes	  systémiques	  comme	  R.	  solanacearum	  (428).	  Chez	  Xci	  un	  certain	  nombre	  
de	   gènes	  du	   chimiotactisme	   semblent	   régulés	  par	   le	   régulateur	  de	   la	   sécrétion	  de	   type	  3	  hrpG,	  
indiquant	   une	   régulation	   commune	   des	   différents	   acteurs	   de	   la	   virulence	   (voir	   section	   1.3.2	  
consacrée	  au	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3)	  (178).	  
1.2.3.4 Les	  exopolysaccharides	  (EPS)	  	  
Les	  EPS	  sont	  des	  polymères	  de	  sucre	  produits	  en	  grande	  quantité	  par	  de	  nombreuses	  bactéries	  et	  
secrétés	   dans	   le	   milieu	   extracellulaire.	   Les	   EPS	   sont	   un	   composant	   essentiel	   des	   biofilms.	   Ils	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restent	  associés	  à	  la	  cellule	  et	  favorisent	  l'adhésion	  du	  pathogène	  à	  la	  surface	  végétale,	  et	  jouent	  
un	   rôle	   dans	   la	   survie	   épiphyte	   en	   agissant	   comme	   une	   barrière	   physique	   contre	   le	   stress	  
(rayonnement	  ultraviolet,	  dessiccation)	  et	   les	  composés	  toxiques	  de	   l'environnement	  (108,	  320).	  
Ils	   jouent	   par	   ailleurs	   le	   rôle	   de	   facteurs	   d'agressivité,	   notamment	   chez	  R.	   solanacearum	   où	   ils	  
provoquent	   l'occlusion	   des	   vaisseaux	   du	   xylème	   infecté	   ou	   chez	   certains	   pathovars	   du	   genre	  
Xanthomonas	   où	   ils	   participent	   à	   la	   médiation	   des	   symptômes	   de	   type	   imbibition	   aqueuse	  
(X.	  axonopodis	   pv.	  manihotis,	   X.	  axonopodis	   pv.	  citrumelo)	   (109,	   214,	   366).	   Chez	   X.	   campestris	  
pv.	  campestris,	   la	   population	   bactérienne	   est	   enchâssée	   dans	   une	   matrice	   composée	   de	   l'EPS	  
principal,	   le	   xanthane,	   qui	   empêche	   la	   reconnaissance	   par	   l'hôte	   par	   camouflage	   des	  MAMP	   et	  
suppression	  du	  dépôt	  de	  callose	  (432).	  Le	  xanthane,	  donne	  aux	  colonies	  du	  genre	  Xanthomonas	  un	  
aspect	   mucoïde	   en	   culture,	   et	   intervient	   dans	   la	   formation	   d'agrégats	   (91).	   La	   synthèse	   de	  
xanthane	  dépend	  du	  cluster	  des	  gènes	  gum	  et	  sa	  régulation	  dépend	  du	  quorum	  sensing	  (QS,	  voir	  
section	  1.2.3.10)	  (379).	  
Le	  rôle	  des	  EPS	  dans	   la	  virulence	  est	  également	  rapporté	  chez	  Xci,	  avec	  pour	  certains	  gènes	  des	  
incidences	   variables	   sur	   le	   phénotype	   en	   fonction	   de	   l'hôte.	   Le	  mutant	  gumB	   (impliqué	   dans	   le	  
transport	   du	   xanthane)	   est	   déficient	   en	   production	  d'EPS	   et	   formation	  de	   biofilm,	   et	   induit	   des	  
symptômes	  diminués	   sur	   citronnier	   (C.	   limon	   cv.	   Eureka)	   alors	   que	   sa	   virulence	   et	   la	   croissance	  
bactérienne	  ne	  sont	  pas	  altérées	  sur	  oranger	  (C.	  sinensis)	  (119,	  320).	  Les	  mutants	  gumF	  et	  gumK	  
causent	  des	  lésions	  altérées	  du	  point	  de	  vue	  de	  l'imbibition	  aqueuse,	  et	  plus	  épaisses	  sur	  pomelo	  
(C.	  paradisi	  cv	  Duncan)	  alors	  que	  le	  mutant	  gumD	  se	  comporte	  de	  la	  même	  manière	  que	  la	  souche	  
sauvage,	  GumD	  n'ayant	  un	  rôle	  que	  dans	  la	  survie	  épiphyte	  (119).	  La	  formation	  de	  biofilm	  semble	  
être	  une	  étape	  importante	  lors	  de	  la	  survie	  épiphyte	  de	  Xci	  qui	  précède	  l'infection	  (244).	  
Le	   gène	   galU	   est	   nécessaire	   à	   la	   biosynthèse	   des	   exopolysaccharides	   (EPS),	   du	   polysaccharide	  
capsulaire	   (CPS)	  et	   la	   formation	  de	  biofilms.	   La	  mutation	  de	  galU	   provoque	   la	  perte	  du	  pouvoir	  
pathogène	   sur	   pomelo,	   par	   incapacité	   à	   établir	   une	   population	   dans	   l'espace	   intercellulaire	   des	  
feuilles	  de	  pomelo.	  L'expression	  de	  3	  CWDE	  (cell	  wall-­‐degrading	  enzymes)	  est	  également	  affectée	  
chez	  ce	  mutant	  (180).	  Le	  rôle	  de	  GalU	  sur	  un	  autre	  hôte	  n'a	  pas	  été	  déterminé	  et	  son	  implication	  
dans	  une	  spécificité	  à	  l'échelle	  de	  l'hôte	  n'est	  pas	  déterminée.	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1.2.3.5 Toxines	  et	  hormones	  
La	  sécrétion	  de	  toxines	  et	  leur	  importance	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène	  est	  bien	  documentée	  pour	  
les	   bactéries	   pathogènes	   des	   animaux	   mais	   moins	   pour	   les	   bactéries	   phytopathogènes.	   Le	  
mécanisme	  le	  mieux	  décrit	  chez	  les	  bactéries	  phytopathogènes	  est	  la	  sécrétion	  par	  P.	  syringae	  de	  
coronatine	   qui	   mime	   l'action	   du	   jasmonate,	   ce	   qui	   induit	   la	   chlorose	   des	   tissus,	   supprime	   la	  
fermeture	  des	  stomates	  et	  facilite	  l'entrée	  du	  pathogène	  (265).	  Ce	  mécanisme	  ne	  semble	  toutefois	  
pas	   impliqué	   dans	   la	   spécialisation	   d'hôtes.	   Certaines	   espèces	   de	   Xanthomonas	   produisent	   des	  
toxines	   qui	   jouent	   également	   un	   rôle	   dans	   la	   symptomatologie.	   C'est	   le	   cas	   de	   l'albicidine,	  
molécule	  issue	  de	  l'expression	  d'un	  cluster	  de	  synthétases	  peptidiques	  non-­‐ribosomiques	  produite	  
par	   Xanthomonas	   albilineans	   qui	   est	   associée	   à	   l'apparition	   des	   symptômes	   d'échaudure	   des	  
feuilles	  et	  qui	  bloque	  la	  réplication	  de	  l'ADN	  chez	  une	  large	  gamme	  de	  bactéries	  à	  Gram	  positif	  et	  
négatif	   ainsi	   que	   dans	   les	   plastes	   des	   cellules	   de	   la	   canne	   à	   sucre	   (37,	   38,	   436).	   Plusieurs	   loci	  
codant	  pour	  des	  protéines	  apparentées	  à	  des	  toxines	  ont	  été	  mis	  en	  évidence	  dans	  le	  génome	  de	  
la	  souche	  Xci	  306.	  Les	  gènes	  syrE1,	  syrE2	  sont	  similaires	  à	  ceux	  responsables	  de	  la	  synthèse	  de	  la	  
phytotoxine	   syringomycine	   de	   P.	  syringae	   (125).	   Le	   locus	   XAC2654	   code	   pour	   une	   protéine	  
homologue	  d'une	  hormone	  végétale	  qui	  induit	  des	  modifications	  de	  l'efficacité	  de	  photosynthèse,	  
et	  donc	  l'affaiblissement	  des	  défenses;	  les	  deux	  loci	  XAC2197	  et	  XAC2198	  et	  les	  gènes	  de	  sécrétion	  
hlyB	   et	  hlyD	   qui	   sont	  également	  présents	   chez	  Xylella	   fastidiosa	   sont	   souvent	   impliqués	  dans	   la	  
spécificité	  d'hôtes	  chez	  les	  eucaryotes	  (407).	  Le	  génome	  de	  la	  souche	  Xci	  306	  comporte	  par	  ailleurs	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  gènes	  de	  la	  famille	  des	  toxines	  RTX	  (repeats	  in	  the	  structural	  toxin	  qui	  doivent	  leur	  nom	  au	  fait	  
qu'elles	  présentent	  des	  séquences	  répétées).	  Ces	  cytotoxines	  forment	  des	  pores	  et	  sont	  souvent	  
associées	   à	   des	   spécificités	   d'hôtes	   chez	   les	   eucaryotes	   (202,	   233).	   Par	   ailleurs,	   le	   gène	   pemI	  
appartient	  à	  un	  système	  toxine	  anti-­‐toxine	  (TA)	  présent	  chez	  Xci	  (pemI	  &	  pemK).	  Un	  système	  TA	  
stable	   consiste	   en	   une	   toxine	   stable	   et	   l'antitoxine	   correspondante	   instable	   qui	   interfère	   avec	  
l'effet	  de	  la	  toxine	  (191).	  La	  mutation	  de	  l'antitoxine	  pemI	  provoque	  la	  réduction	  drastique	  de	  la	  
multiplication	  bactérienne	  et	  de	  la	  maladie	  (419).	  	  
La	   mutation	   d'un	   gène	   (xacPNP)	   codant	   pour	   des	   analogues	   d'hormones	   végétales	   induit	   des	  
symptômes	  présentant	  d'avantage	  de	  nécrose	  et	  la	  mort	  des	  cellules	  bactériennes	  (161).	  XacPNP	  
appartient	   à	   la	   classe	   des	   peptides	   de	   type	   PNP	   (Natriuretic	   peptides	   =	   favorise	   l'excrétion	   du	  
sodium)	  décrits	   chez	   les	  plantes,	   et	  n'ayant	  aucun	  orthologue	   chez	  d'autres	  bactéries	   (145).	   Les	  
PNP	   sont	   associés	   aux	   phénomènes	   d'osmorégulation	   et	   à	   la	   croissance	   cellulaire	   (148,	   374).	  
21
Synthèse bibliographique
L'action	  des	  PNP	  passe	  par	  une	  augmentation	  rapide	  et	  transitoire	  du	  cGMP	  intracellulaire	  ce	  qui	  
induit	  des	  mouvements	  ioniques	  et	  accroit	  l'assimilation	  d'eau	  dans	  la	  cellule	  ainsi	  que	  l'ouverture	  
des	   stomates	   (305).	   XacPNP	   est	   exprimé	   durant	   l'infection	   et	   sa	   régulation	   est	   dépendante	   des	  
régulateurs	  HrpG	  et	  HrpX	  (161,	  178).	  
1.2.3.6 Les	  déterminants	  à	  caractère	  trophique	  
 Acquisition	  du	  fer	  1.2.3.6.1
Le	  fer	  est	  indispensable	  à	  de	  nombreuses	  enzymes	  pour	  lesquelles	  il	  joue	  le	  rôle	  de	  cofacteur,	  et	  
intervient	  ainsi	  dans	  de	  nombreuses	  voies	  métaboliques,	  notamment	  dans	  celles	  impliquées	  dans	  
le	   choc	   oxydatif	   lié	   aux	   réactions	   de	   défense.	   Il	   existe	   une	   compétition	   entre	   la	   bactérie	   et	   les	  
cellules	   végétales	   pour	   l'acquisition	   et	   la	   séquestration	   du	   fer.	   Les	   bactéries	   sont	   dotées	   de	  
systèmes	   de	   séquestration	   du	   fer	   appelés	   sidérophores.	   La	  mise	   en	   place	   des	   sidérophores	   est	  
cruciale	  pour	  la	  virulence	  de	  certains	  agents	  pathogènes.	  Chez	  Dickeya	  dadantii,	  les	  sidérophores	  
chysobactine	  et	  achromobactine	  sont	  importants	  pour	  la	  mise	  en	  place	  de	  l'infection	  (126,	  135).	  La	  
mutation	  des	  gènes	  impliqués	  dans	  le	  stockage	  de	  groupes	  héminiques	  a	  également	  un	  effet	  sur	  la	  
composition	  des	  biofilms	  et	  la	  virulence,	  comme	  chez	  Xylella	  fastidiosa	  (176).	  L'analyse	  in	  silico	  du	  
génome	  de	  Xci	  a	  révélé	  la	  présence	  de	  gènes	  NRPS	  (non-­‐ribosomal	  peptide	  synthase)	  présentant	  
des	  identités	  de	  séquence	  avec	  des	  enzymes	  de	  biosynthèse	  des	  sidérophores	  et	  la	  production	  des	  
sidérophores	  a	  été	  confirmée	  in	  vitro	  (125).	  	  	  
 Enzymes	  (T2SS)	  	  1.2.3.6.2
Les	  enzymes	  de	  dégradation	  de	   la	  paroi	  cellulaire	   (CWDE	  pour	  cell	  wall-­‐degrading	  enzymes)	   tels	  
que	   les	   cellulases,	   des	   enzymes	   pectolytiques,	   des	   xylanases	   et	   des	   protéases	   permettent	  
d'hydrolyser	   les	   composés	   de	   la	   paroi	   végétale	   pour	   assimiler	   les	   composés	   cellulosiques	   et	  
pectiques	  qui	  forment	  une	  barrière	  physique	  contre	  l'infection.	  Elles	  sont	  souvent	  sécrétées	  par	  le	  
système	   de	   sécrétion	   de	   type	   II	   (T2SS),	   système	   largement	   distribué	   chez	   les	   γ-­‐protéobactéries	  
incluant	   les	   bactéries	   du	   genre	   Xanthomonas.	   Le	   rôle	   des	   enzymes	   de	   dégradation	   de	   la	   paroi	  
cellulaire	  est	  particulièrement	  important	  chez	  les	  bactéries	  nécrotrophes	  comme	  Pectobacterium	  
et	  Dickeya,	   sans	   qu'un	   rôle	   dans	   la	   spécificité	   d'interaction	   soit	  mis	   en	   évidence,	   du	   fait	   d'une	  
grande	  conservation	  de	  ces	  enzymes	  (150).	  Certaines	  de	  ces	  enzymes	  sont	  régulées	  par	  HrpG	  et	  
HrpX	  (141,	  418).	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Chez	  Xci,	  il	  existe	  deux	  clusters	  codant	  pour	  le	  T2SS:	  le	  cluster	  xps,	  par	  ailleurs	  présent	  chez	  toutes	  
les	  espèces	  de	  Xanthomonas,	  et	   le	   cluster	  xcs	   retrouvé	  chez	  certaines	  espèces	  de	  Xanthomonas	  
mais	  dont	  le	  rôle	  dans	  la	  virulence	  n'a	  pas	  été	  démontré.	  Un	  certain	  nombre	  de	  mutants	  du	  T2SS	  
et	  des	  enzymes	  qui	  sont	  sécrétées	  par	  ce	  système	  montrent	  un	  retard	  dans	  la	  symptomatologie	  :	  
xpsD	   (impliqué	  dans	   la	  dégradation	  de	   la	  cellulose	  chez	  Xci	   (30)),	   les	  mutants	  xpsM,	  xpsN,	  xpsE,	  
xpsF,	   xpsG	   sont	  associés	  à	   la	   réduction	  de	   la	  densité	  bactérienne	   intercellulaire	  dans	   les	   feuilles	  
(419).	  	  
1.2.3.7 Rôle	  de	  la	  phosphoglucose-­‐isomérase	  (pgi)	  
Les	   travaux	   de	   Tung	   rapportent	   l'importance	   du	   gène	   pgi.	   Le	   mutant	   pgi	   est	   incapable	   de	   se	  
développer	   sur	  milieu	  minimum	   contenant	   du	   fructose	   ou	   du	   glycérol	   comme	   seule	   source	   de	  
carbone,	   et	   incapable	   de	   se	   développer	   sur	   citronnier	   (C.limon)	   (391).	   Son	   implication	   dans	   le	  
pouvoir	  pathogène	  sur	  d'autres	  hôtes	  n'a	  pas	  été	  étudiée.	  Il	  n'est	  donc	  pas	  possible	  de	  déterminer	  
si	   ce	  gène	  est	  associé	  à	  une	   spécificité	  d'hôtes.	  Cette	  enzyme	  est	  par	  ailleurs	   impliquée	  dans	   le	  
pouvoir	  pathogène	  de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  (390).	  	  
1.2.3.8 Le	  T6SS	  
Le	  rôle	  des	  systèmes	  de	  sécrétion	  de	  type	  VI	   (T6SS)	  chez	   les	  bactéries	  phytopathogènes	  est	  peu	  
documenté.	  Chez	  Xci,	  il	  existe	  un	  des	  deux	  types	  de	  T6SS	  décrits	  et	  réparti	  sur	  deux	  loci	  (52,	  319).	  
1.2.3.9 Les	  autres	  déterminants	  non	  caractérisés	  
Une	   étude	   en	   aveugle	   à	   partir	   d'insertion	   de	   transposons	   a	   mis	   en	   évidence	   chez	   Xci	   des	  
déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  peu	  ou	  mal	  caractérisés	  dans	  l'interaction	  plante-­‐pathogène.	  	  
-­‐	  Le	  gène	  dksA	  encode	  pour	  un	  régulateur	  de	   l'expression	  de	   l'ARN	  ribosomal	  et	   le	  mutant	  n'est	  
plus	   pathogène	   sur	   pomelo	   (419).	   DksA	   a	   montré	   un	   rôle	   de	   régulation	   de	   la	   virulence	   chez	  
E.	  coli,	  Salmonella	  typhimurium,	  et	  Pseudomonas	  aeruginosa,	  mais	  le	  rôle	  biologique	  de	  DksA	  n'a	  
pas	  été	  caractérisé	  chez	  les	  espèces	  de	  Xanthomonas	  (207,	  300,	  405).	  	  
-­‐	  La	   mutation	   de	  mobL	   codant	   pour	   une	   protéine	   putative	   de	   mobilisation	   et	   stabilisation	   des	  
plasmides	  a	  induit	  une	  diminution	  des	  symptômes	  sur	  pomelo	  (par	  infiltration)	  (419),	  
-­‐	  Différents	   systèmes	   de	   transporteurs	   sont	   impliqués	   dans	   la	   formation	   des	   symptômes.	   Entre	  
autre,	  la	  mutation	  de	  la	  cassette	  ATP	  binding	  wzm/wzt	   induit	  l'atténuation	  des	  symptômes.	  Les	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transporteurs	   sont	   impliqués	   dans	   la	   résistance	   aux	   stress	   environnementaux	   et	   empêchent	  
l'accumulation	  de	  composés	  végétaux	  toxiques	  (419).	  
-­‐	  Le	  transporteur	  Ton-­‐B	  dependant	  XAC4131	  est	  impliqué	  dans	  le	  contrôle	  indirect	  de	  l'expression	  
de	  hrpG,	  régulateur	  du	  T3SS	  (5).	  
-­‐	  La	  mutation	   de	   13	   gènes	   vir	   putatifs	   induit	   une	   atténuation	   des	   symptômes,	   ou	   un	   temps	   de	  
latence	  dans	  la	  mise	  en	  place	  de	  la	  maladie.	  L'un	  d'entre	  eux,	  XAC3049,	  induit	  la	  suppression	  des	  
symptômes	  sur	  la	  plante	  hôte	  (419).	  
-­‐	  Des	  enzymes	  de	  détoxification	  des	  ROS	  ou	  de	  réparation	  des	  dommages	  causés	  par	  les	  processus	  
oxydatifs	  sont	  également	  impliquées	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci,	  comme	  la	  catalase	  KatE,	  
enzyme	  capable	  de	  dismuter	  le	  peroxyde	  d'hydrogène	  produit	   lors	  des	  défenses	  du	  pathogène,	  
qui	  est	  nécessaire	  pour	  la	  colonisation	  et	  la	  survie	  de	  la	  bactérie	  dans	  les	  tissus	  (235).	  	  
-­‐	  La	  mutation	  du	  photorécepteur	  LOV	  (Light,	  Oxygen,	  Voltage)	  induit	  également	  l'atténuation	  des	  
symptômes	   sur	   oranger	   (C.	   sinensis),	   traduisant	   l'importance	   de	   la	   perception	   de	   la	   lumière	  
environnante	  pour	  le	  pouvoir	  pathogène	  de	  la	  bactérie	  (228).	  
1.2.3.10 Le	  quorum	  sensing	  	  
Le	  quorum	  sensing	  est	  le	  moyen	  selon	  lequel	  les	  bactéries	  régulent	  l'expression	  de	  certains	  gènes	  
en	  fonction	  de	  leur	  densité	  (254,	  403).	  Il	  est	  impliqué	  dans	  les	  différents	  cycles	  de	  vie	  des	  bactéries	  
(survie,	  pouvoir	  pathogène).	   Lorsque	   la	  densité	  bactérienne	  atteint	  un	  certain	   seuil,	  des	   signaux	  
moléculaires	   spécifiques	   entraînent	   l'induction	   d'un	   set	   de	   gènes	   et	   permettent	   entre	   autre	   la	  
mise	   en	   place	   du	   pouvoir	   pathogène,	   l'adaptation	   à	   la	   disponibilité	   en	   nutriments,	   et	   la	  
coordination	  des	  facteurs	  de	  virulence	  (155).	  Chez	  les	  Xanthomonas,	  le	  quorum	  sensing	  contrôle	  la	  
production	  d'EPS,	  et	  l'expression	  d'enzymes	  extracellulaires	  comme	  les	  protéases	  ou	  les	  cellulases	  
(97,	  379,	  402);	  il	  implique	  l'action	  du	  DSF	  (diffusible	  signal	  factor)	  et	  l'activation	  du	  cluster	  de	  gène	  
rpf	  (regulation	  of	  pathogenicity	  factors).	  Chez	  X.	  campestris	  pv.	  campestris,	  le	  DSF	  et	  le	  cluster	  de	  
gènes	   rpf	   interviennent	  dans	   la	   régulation	  concertée	  de	  nombreux	   facteurs	  de	  virulence	  dont	   la	  
synthèse	  de	  LPS	  et	  EPS,	  du	  flagelle,	  la	  HR	  et	  le	  système	  hrp,	  l'acquisition	  du	  fer,	  le	  métabolisme	  des	  
protéines,	  des	  régulateurs	  de	  transcription	  (193),	  les	  enzymes	  extracellulaires,	  la	  détoxification,	  et	  
la	  régulation	  de	  la	  formation	  de	  biofilm	  (91).	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Chez	   Xci,	   le	   quorum	   sensing	   impliquant	   la	   régulation	   par	   le	   DSF	   joue	   un	   rôle	   essentiel	   dans	   le	  
pouvoir	   pathogène.	   Les	   mutants	   rpfC,	   rpfG	   et	   rpfC	   induisent	   un	   nombre	   réduit	   de	   lésions	   lors	  
d'inoculation	  par	  aspersion	  sur	  pomelo,	  alors	  que	  par	  infiltration	  les	  symptômes	  sont	  similaires	  à	  
la	   souche	   sauvage	   (179).	   Le	   locus	   gpsX	   code	   pour	   une	   glycosyltransférase	   putative	   et	   il	   est	  
impliqué	  dans	  la	  synthèse	  des	  EPS,	  LPS	  et	  de	  la	  formation	  des	  biofilms.	  Il	  est	  requis	  pour	  le	  pouvoir	  
pathogène	   de	   Xci,	   et	   serait	   impliqué	   dans	   l'adaptation	   aux	   microenvironnements	   (245).	  
Globalement,	   l'analyse	   du	   cluster	   rpf	   chez	   les	   souches	   de	  Xanthomonas	   séquencés	  montre	   des	  
différences	  mineures	  mais	  vraisemblablement	  pas	  de	  spécificité	  d'hôtes	  ou	  de	  tissu	  (255).	  	  
1.3 Le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  et	  ses	  effecteurs	  
Contrairement	   aux	   autres	   déterminants	   exposés	   ci-­‐dessus	   pour	   lesquels	   le	   rôle	   dans	   la	   survie	  
épiphyte	  ou	  dans	   le	  pouvoir	  pathogène	  est	  parfois	  sujet	  à	  controverse,	   le	  rôle	  des	  effecteurs	  de	  
type	   3	   dans	   le	   pouvoir	   pathogène	   des	   bactéries	   phytopathogènes	   est	   clairement	   établi.	   Leur	  
implication	  dans	   la	   spécificité	  d'hôtes	  est	  principalement	  mise	  en	  avant	  du	   fait	  des	   réactions	  de	  
défense	   spécifiques	   observées	   lors	   des	   interactions	   entre	   les	   gènes	   de	   résistance	   de	   certains	  
cultivars	  ou	  espèces	  et	  les	  protéines	  d'avirulence.	  De	  nombreuses	  bactéries	  phytopathogènes	  ont	  
recours	   à	  un	  grand	  nombre	  d'effecteurs	  pour	   assurer	   l'issue	  de	   l'interaction	  avec	   leur	  hôte.	   Les	  
effecteurs	  de	  type	  3	   injectés	  par	   le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	   font	   l'objet	  d'une	   littérature	  
considérable	  du	  fait	  de	  leur	  rôle	  dans	  leur	  interaction	  avec	  les	  gènes	  R	  dont	  l'intérêt	  économique	  
est	   crucial,	   et	   pour	   certain	   pour	   leur	   rôle	   indispensable	   dans	   l'interaction	   plante-­‐bactérie.	   Les	  
sections	  suivantes	  présentent	  rapidement	  le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  (voir	  pour	  revue	  (10,	  
67,	  89,	  197))	  et	  détaillent	  à	  partir	  d'exemples	  les	  mécanismes	  d'interaction	  des	  effecteurs	  avec	  la	  
cellule	  végétale.	  Le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  et	  les	  effecteurs	  associés	  sont	  aussi	  un	  facteur	  
de	   virulence	   de	   choix	   pour	   les	   bactéries	   pathogènes	   animales.	   Nous	   concentrerons	   la	   majeure	  
partie	  de	  notre	  propos	  sur	   leur	  rôle	  dans	  l'interaction	  plante-­‐bactérie,	  sauf	  dans	  le	  cas	  d'apports	  
intéressants	  du	  modèle	  animal-­‐bactérie.	  	  
1.3.1 Les	  effecteurs	  témoins	  de	  la	  co-­‐évolution	  plante-­‐pathogène	  	  
L'injection	  d'un	  répertoire	  d'effecteurs	  de	  type	  3	  (T3E)	  spécifique	  de	  chaque	  bactérie	  entraîne	  un	  
ensemble	  de	  mécanismes	  propres	  à	  l'interaction.	  Ces	  protéines	  effectrices,	  ou	  effecteurs	  de	  type	  
3,	   agissent	   collectivement	   afin	   d'altérer	   la	   structure	   et	   la	   fonction	   des	   cellules	   hôtes	   afin	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d'optimiser	   leur	   nouvel	   environnement	   inter	   et	   intra	   cellulaire	   et	   promouvoir	   croissance	   et	  
dissémination	  ultérieure	  (196).	  Les	  phénomènes	  de	  co-­‐évolution	  ont	  abouti	  à	  des	  mécanismes	  de	  
reconnaissance	  du	  pathogène	  et	  de	  déclenchement	  des	  défenses	  de	   la	  plante	  à	  partir	  même	  de	  
cette	   introduction	  de	  protéines	  effectrices.	  Ainsi,	   les	  effecteurs	  de	   type	  3	   interviennent	  à	   la	   fois	  
dans	   les	   phénomènes	   d'avirulence	   (interaction	   incompatible)	   et/ou	   de	   pouvoir	   pathogène	   et	  
d'agressivité	  (modulation	  de	  la	  réponse	  compatible).	  	  
1.3.2 Le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  	  
1.3.2.1 Identification	  
Un	  grand	  nombre	  de	  bactéries	  à	  Gram	  –	  ont	  recours	  à	  un	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  (T3SS	  :	  
Type	  3	  Secretion	  System)	  pour	  délivrer	  un	  ensemble	  de	  protéines	  dans	  le	  cytosol	  de	  la	  cellule	  de	  
leur	  hôte	  (végétal	  ou	  animal).	  Le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  et	  les	  effecteurs	  de	  type	  3	  qui	  lui	  
sont	   associés	   sont	   indispensables	   pour	   la	   virulence	   de	   nombreuses	   bactéries	   pathogènes	   des	  
animaux	   (Salmonella,	   Yersina	   spp.,	   Shigella,	   Chlamydia),	   et	   des	   bactéries	   phytopathogènes	   :	  
Pseudomonas	  syringae,	  Xanthomonas	   spp.,	  Ralstonia	  solanaceraum,	  et	  Erwinia	  spp	  (11,	  88,	  197,	  
387).	  Ils	  sont	  aussi	  décrits	  chez	  les	  organismes	  non	  pathogènes	  comme	  les	  espèces	  symbiotiques	  
fixatrices	  d'azotes	   tels	  que	  Rhizobium	   (156).	  La	  conservation	  de	  ce	  système	  de	  sécrétion	  semble	  
être	  un	  acteur	  majeur	  de	  l'évolution	  des	  bactéries	  pathogènes.	  
Les	   travaux	   de	   mutagénèse	   aléatoire	   sur	   les	   genres	   Ralstonia,	   Xanthomonas,	   Erwinia,	   et	  
Pseudomonas	  ont	  conduit	  à	  l'identification	  de	  mutants	  ayant	  perdu	  leur	  pouvoir	  pathogène	  ainsi	  
que	  leur	  capacité	  d'induction	  des	  réactions	  de	  type	  HR	  sur	  plantes	  non	  hôtes	  ou	  résistantes	  (50,	  
251,	   285).	   Ces	   mutants	   hrp	   pour	   hypersensitive	   response	   and	   pathogenicity	   ont	   des	  
caractéristiques	   communes	   dont	   une	   vingtaine	   de	   gènes	   hrp	   regroupés	   en	   cluster	   (11,	   19).	   Le	  
cluster	  hrp	   est	   composé	  de	   trois	   types	  de	  gènes	  :	   les	   gènes	  hrp,	   retrouvés	  uniquement	   chez	   les	  
bactéries	   phytopathogènes,	   les	   gènes	   hrc	   (hrp	   conservés	   chez	   les	   bactéries	   pathogènes	   des	  
plantes	   et	   des	   animaux)	   (44,	   377)),	   et	   les	   hpa	   (hrp	   associated)	   qui	   contribuent	   au	   pouvoir	  
pathogène	   et	   à	   l'induction	   des	   réactions	   hypersensibles	   mais	   ne	   sont	   pas	   essentiels	   pour	   les	  
interactions	   des	   bactéries	   phytopathogènes	   avec	   leur	   hôte	   (63,	   66).	   Les	   régions	   flanquantes	   du	  




Le	   T3SS	   partage	   de	   nombreux	   éléments	   structuraux	   avec	   le	   flagelle	   bactérien	   (voir	   pour	   revue	  
(67)).	  Il	  est	  constitué	  d'un	  corps	  basal	  qui	  traverse	  les	  membranes	  interne	  et	  externe	  bactériennes,	  
et	   assure	   la	   stabilisation	   de	   la	   structure.	   Le	   corps	   basal	   se	   prolonge	   par	   un	   pilus	   extracellulaire	  
creux	  essentiellement	  composé	  de	  piline,	  et	  reliant	   la	  bactérie	  à	   la	  cellule	  hôte:	   le	  "pilus	  hrp".	  A	  
l'extrémité	   de	   ce	   pilus,	   un	   assemblage	   protéique	   composé	   principalement	   des	   protéines	   HrC	  
constitue	  le	  translocon	  qui	  forme	  un	  pore	  dans	  la	  membrane	  plasmique	  végétale.	  L'ensemble	  de	  la	  
structure	   permet	   d'injecter	   directement	   les	   effecteurs	   depuis	   le	   cytoplasme	   bactérien	   dans	   le	  
cytoplasme	  de	  la	  cellule	  hôte	  eucaryote.	  Ce	  complexe	  participe	  à	  l'attachement	  de	  la	  bactérie	  aux	  
cellules	  de	  l'hôte	  et	  assure	  la	  translocation	  des	  effecteurs	  dans	  le	  cytosol	  (197,	  377).	  L'activation	  et	  
la	   structure	   du	   système	   hrp	   n'est	   pas	   spécifique	   du	   fait	   de	   sa	   participation	   aux	   réactions	  
d'hypersensibilité	  sur	  plantes	  non	  hôtes.	  (Figure	  4)	  
	  
	  






Le	  contact	  entre	   la	  bactérie	  et	   la	  cellule	  hôte	  aboutit	  à	  une	  cascade	  de	  régulation	  aboutissant	  à	  
l'expression	  des	  gènes	  de	  structure	  du	  T3SS	  mais	  aussi	  des	  T3E,	  expression	  par	  ailleurs	  inductible	  
sur	  milieu	  minimum	  mimant	  l'apoplaste	  (65,	  346).	  
L'expression	  des	  gènes	  hrp	  est	  régulée	  chez	  les	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  par	  un	  système	  
de	  régulation	  à	  deux	  composants	  (287,	  408,	  409).	  L'entrée	  dans	  l'apoplaste	  est	  détectée	  par	  une	  
kinase	  senseur	  qui	  induit	  la	  phosphorylation	  du	  régulateur	  HrpG.	  HrpG	  active	  ensuite	  l'expression	  
de	  HrpX	  qui	  contrôle	  l'expression	  d'autres	  gènes	  hrp	  ainsi	  que	  certains	  effecteurs	  (voir	  pour	  revue	  
(64)).	  De	  nombreux	  gènes	  du	  régulon	  HrpG	  possèdent	  un	  motif	  consensus	  ou	  PIP-­‐box	  pour	  plant	  
inducible	  promoter	   (TTCGC-­‐N15-­‐TTCTC)	  dans	   la	   région	  promotrice	  ou	  un	  motif	  apparenté	  appelé	  
PIP-­‐box	  imparfaites	  (TTCG-­‐N16-­‐TTCG)	  (130).	  Un	  grand	  nombre	  d'effecteurs	  sont	  corégulés	  avec	  le	  
système	   hrp,	   mais	   ce	   n'est	   pas	   systématiquement	   le	   cas,	   comme	   par	   exemple	   dans	   le	   genre	  
Xanthomonas	  où	   les	  T3E	  avrBs1	  et	  avrBs3	   sont	  exprimés	  de	  manière	  constitutive	   (76,	  124,	  225,	  
417).	  
1.3.2.4 Translocation	  des	  effecteurs	  
La	  reconnaissance	  des	  T3E	  par	  le	  T3SS	  est	  déterminée	  par	  un	  signal	  de	  sécrétion	  dans	  la	  partie	  N-­‐
terminale	  de	  la	  protéine.	  En	  dépit	  du	  nombre	  important	  d'effecteurs	  mis	  en	  évidence,	  la	  nature	  de	  
ce	  signal	  à	  l'échelle	  peptidique	  n'a	  pas	  été	  déterminée	  (21,	  334).	  La	  reconnaissance	  de	  la	  protéine	  
ou	  de	  l'ARNm	  est	  débattue	  et	  proposée	  chez	  les	  effecteurs	  de	  Yersinia:	  les	  Yops	  (15,	  355).	  Le	  signal	  
pourrait	  par	  ailleurs	  être	  déterminé	  par	  une	  composition	  de	  la	  partie	  N-­‐terminale	  riche	  en	  acides	  
aminés	   amphipathiques,	   hypothèse	   étayée	   par	   la	   composition	   en	   acides	   aminés	   des	   T3E	   chez	  
P.	  syringae	   (21,	   143,	   183,	   303,	   334).	   La	   sécrétion	   de	   certains	   effecteurs	   implique	   l'intervention	  
d'une	  protéine	  chaperonne	  dont	   la	  région	  codante	  est	  souvent	  adjacente	  à	   l'effecteur	  considéré	  
(66,	  68).	  Les	  protéines	  chaperonnes	  peuvent	  également	  intervenir	  dans	  la	  stabilité	  des	  effecteurs	  
dans	  la	  cellule	  bactérienne	  préalablement	  à	  leur	  sécrétion	  (147).	  Parallèlement	  aux	  T3E,	  d'autres	  
protéines	  "helper"	  sont	  sécrétées	  par	  le	  T3SS	  :	  les	  harpines,	  qui	  participent	  à	  la	  translocation	  des	  
T3E.	  Elles	  pourraient	  être	  impliquées	  dans	  la	  dégradation	  localisée	  de	  la	  paroi	  végétale	  du	  fait	  de	  
domaines	   fonctionnels	  comme	  par	  exemple	   le	  domaine	  pectate	   lyase	  de	   la	  protéine	  HrpW	  chez	  
P.	  syringae	   (76).	   Elles	   participeraient	   à	   la	   formation	   de	   pores	   dans	   la	   membrane	   plasmique	   de	  
l'hôte	  et	  pourraient	  faciliter	  l'accès	  des	  effecteurs	  au	  cytoplasme	  de	  l'hôte.	  	  
28
Synthèse bibliographique
1.3.3 Les	  effecteurs	  de	  type	  3	  	  
1.3.3.1 Identification	  
Les	   premiers	   effecteurs	   de	   type	   3	   ont	   été	   identifiés	   sur	   la	   base	   de	   leur	   capacité	   à	   induire	   des	  
réactions	  de	  défense	  sur	  les	  plantes	  ayant	  le	  gène	  de	  résistance	  (R)	  correspondant	  (213,	  358).	  Par	  
la	   suite,	   différentes	  méthodes	   ont	   abouti	   à	   l'établissement	   de	   la	   liste	   d'effecteurs	   connus	   à	   ce	  
jour	  :	   le	  développement	  de	  méthodes	  d'analyse	  de	   la	   translocation	  d'effecteurs	  candidats	  par	   le	  
T3SS	   à	   l'aide	   de	   protéines	   de	   fusion	   avec	   des	   protéines	   d'avirulence	   déjà	   identifiées	   a	   mis	   en	  
évidence	  un	  ensemble	  d'effecteurs	  dépourvus	  d'activité	  avr	   (172,	  183).	   La	   recherche	   in	   silico	   de	  
PIP-­‐box	  potentiellement	  impliquées	  dans	  la	  co-­‐régulation	  du	  système	  hrp,	  de	  motifs	  eucaryotes	  et	  
celle	   de	   signaux	   de	   transfert	   de	   gènes	   horizontaux	   (faible	   taux	   de	   GC,	   présence	   d'éléments	  
mobiles,	  voir	  section	  2.1)	  permet	  aussi	  d'identifier	  certains	  effecteurs	  candidats	  (69).	  A	  ce	  jour	  les	  
souches	   séquencées	   de	  Xanthomonas	   comptent	   collectivement	   plus	   de	   60	   familles	   d'effecteurs	  
alors	   que	   les	   souches	   de	   P.	  syringae	   comptent	   collectivement	   plus	   de	   70	   T3E	   et	   Ralstonia	  
solanacearum	  en	  contient	  plus	  de	  74	  (95,	  311,	  333,	  410).	  	  
La	   disponibilité	   de	   génomes	   complets	   à	   moindre	   coût	   permet	   de	   déterminer	   par	   analogie	   les	  
répertoires	   d'effecteurs	   potentiels	   de	   toute	   nouvelle	   souche	   séquencée	   à	   partir	   des	   effecteurs	  
candidats	  déjà	   identifiés	  par	   les	   techniques	   ci-­‐dessus.	   Ces	   listes	   exhaustives	   sont	  disponibles	   en	  
ligne	   pour	   P.	  syringae,	   le	   genre	   Xanthomonas	   et	   R.	  solanacearum	   (respectivement	   sur	   les	   sites	  
Pseudomonas	   Plant	   Interaction	   (PPI)	   http://www.pseudomonassyringae.org/,	   the	   Xanthomonas	  
Resource	  http://xanthomonas.org/,	  http://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/ralso.cgi).	  
La	   fonctionnalité	   ainsi	   que	   l'importance	   relative	   des	   effecteurs	   identifiés	   dans	   l'interaction	  
nécessite	  toutefois	  confirmation	  par	  des	  analyses	  fonctionnelles	  in	  vitro	  et	  in	  planta.	  
1.3.3.2 Les	  cibles	  des	  effecteurs	  de	  type	  3	  (T3E)	  
Les	   T3E	   interviennent	   directement	   dans	   la	   cellule	   hôte	   afin	   de	   contrecarrer	   et	   supprimer	   les	  
composants	   cruciaux	   du	   système	   immunitaire	   de	   la	   plante,	   ou	   récupérer	   des	   nutriments.	   Si	   de	  
nombreux	   T3E	   sont	   identifiés	   à	   ce	   jour,	   la	   fonction	   de	   la	   plupart	   d'entre	   eux	   est	   peu	   ou	   mal	  
caractérisée.	  Ils	  sont	  composés	  de	  motifs	  assurant	  leur	  adressage	  sur	  le	  lieu	  de	  leur	  fonction,	  et	  de	  
motifs	  propres	  à	  leur	  activité	  dans	  la	  cellule	  végétale.	  Les	  T3E	  ont	  plusieurs	  fonctions	  simultanées	  
ou	   non,	   et	   plusieurs	   effecteurs	   d'une	   même	   souche	   peuvent	   avoir	   des	   effets	   opposés.	   Ils	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interviennent	  à	  différents	  niveaux	  :	  suppression	  ou	  inactivation	  des	  défenses	  basales,	  interférence	  
avec	   les	   réponses	  de	  défense	  spécifique	   (HR)	  et/ou	   la	  mort	  cellulaire	  programmée,	   interférence	  
avec	  le	  métabolisme	  de	  la	  cellule	  végétale,	  et	  participent	  au	  développement	  des	  symptômes	  et	  à	  
la	  dispersion	  des	  bactéries	  (39,	  410).	  Les	  cibles	  des	  effecteurs	  de	  type	  3	  peuvent	  être	  caractérisées	  
du	   point	   de	   vue	   de	   leurs	   fonctions	   biochimiques	   (phosphorylation,	   sumoylation,	   cystéines-­‐
protéases)	   ou	   des	   effets	   physiologiques	   sur	   la	   cellule	   végétale,	   notamment	   en	   manipulant	   les	  
processus	   cellulaires	   et	   moléculaires	   pour	   promouvoir	   l'infection.	   Nous	   allons	   détailler	   les	  
différents	   types	   d'interférences	   avec	   les	   composants	   de	   la	   cellule	   hôte	   en	   illustrant	   nos	   propos	  
avec	  les	  T3E	  de	  P.	  syringae	  qui	  sont	  les	  mieux	  caractérisés	  à	  ce	  jour.	  L'agent	  pathogène	  ne	  sera	  cité	  
que	  dans	  le	  cas	  d'exemples	  qui	  concernent	  d'autres	  pathosystèmes.	  
1)	  Interférences	  avec	   le	  déclenchement	  des	  voies	  de	  signalisation	  de	   la	  PTI:	  L'action	  a	  lieu	  au	  
tout	   début	   de	   la	   cascade	   de	   signalisation	   par	   suppression	   de	   la	   perception	   des	  MAMP	   en	  
ciblant	  les	  PRR.	  La	  protéine	  AvrPto	  interagit	  avec	  les	  PRR	  (voir	  section	  1.2)	  FLS2	  (récepteur	  de	  
la	  flagelline)	  et	  EFR	  (récepteur	  du	  facteur	  EF-­‐Tu)	  et	  inhibe	  leur	  capacité	  d'autophosphorylation	  
qui	  est	  nécessaire	  pour	  l'activation	  des	  cascades	  de	  signalisation	  des	  MAPK	  (416).	  
2)	  Interférences	  avec	  les	  cascades	  de	  signalisation	  post	  perception	  des	  MAMP,	  par	  modification	  
des	   états	   phosphorylés	   ou	   non	   des	   protéines	   impliquées	   dans	   ces	   cascades	   de	  
phosphorylation,	   empêchant	   ainsi	   leur	   activation	   (206).	   A	   titre	   d'exemple,	   les	   protéines	  
HopAI1	  désactivent	  les	  MAPK	  MPK3	  et	  PMK6	  chez	  Arabidopsis	  et	  atténuent	  ainsi	  les	  réponses	  
induites	  par	  la	  perception	  de	  la	  flagelline	  (435).	  
3)	  Inhibition	  des	  voies	  de	  sécrétion	  des	  plantes	  par	  inhibition	  du	  trafic	  vésiculaire.	  La	  protéine	  
HopM1	   induit	   la	   dégradation	   de	   plusieurs	   protéines	   chez	  Arabidopsis	   dont	  MIN7	   impliquée	  
dans	   le	   transport	   vésiculaire	   (289).	   Des	   expériences	   de	   colocalisation	   ont	   mis	   en	   évidence	  
l'interférence	  de	  XopJ	  chez	  X.	  euvesicatoria	  85-­‐10	  avec	  les	  vésicules	  de	  sécrétion	  (35).	  
4)	   Interférences	   avec	   le	   dépôt	   de	   callose	  destiné	   à	   renforcer	   la	   paroi	   végétale.	   Les	   protéines	  
AvrE	  et	  HopM1	  bloquent	  le	  dépôt	  de	  callose	  induit	  par	   la	  réponse	  SA-­‐dépendante.	  Ces	  deux	  
effecteurs	   sont	   redondants	   bien	   que	   ne	   présentant	   aucune	   similarité	   de	   séquence.	   AvrPto	  
réprime	  également	  un	  set	  de	  gènes	  de	  défense	  associés	  au	  dépôt	  de	  callose	  (104,	  190)	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5)	  Inhibition	  de	  la	  synthèse	  de	  composés	  toxiques.	  HopZ1	  entraîne	  la	  dégradation	  d'une	  enzyme	  
impliquée	   dans	   la	   synthèse	   des	   isoflavones	   qui	   agissent	   comme	   composés	   antimicrobiens	  
(438).	  
6)	  Inhibition	  des	  processus	  de	  fermeture	  des	  stomates.	  La	  fermeture	  des	  stomates	  déclenchée	  
par	   perception	   des	   MAMP	   peut	   être	   inhibée	   par	   la	   coronatine	   sécrétée	   par	   P.	  syringae	  
pv.	  tomato.	   Ce	   processus	   peut	   être	   contrecarré	   par	   les	   effecteurs	   AvrB	   et	   HopF2	   qui	  
phosphorylent	  la	  protéine	  végétale	  RIN4,	  ce	  qui	  contribue	  à	  la	  réouverture	  des	  stomates	  (93,	  
414).	  	  
7)	   Interférences	   avec	   la	   signalisation	   hormonale	   de	   la	   PTI	   par	   réduction	   des	   niveaux	   d'acide	  
salicylique	   (SA),	   l'hormone	   de	   réponse	   aux	   stress	   biotrophes,	   et	   activation	   des	   voies	  
antagonistes	   de	   l'éthylène,	   l'acide	   abscissique,	   acide	   jasmonique	   (JA)	   (87,	   102,	   203).	   La	  
protéine	  HopI1	  est	   localisée	  dans	   les	  chloroplastes	  et	  supprime	  l'accumulation	  de	  SA.	  Citons	  
également	   l'activation	   de	   la	   signalisation	   dépendante	   de	   l'auxine	   par	   AvrRpt2,	   l'auxine	  
augmentant	  la	  sensibilité	  des	  plantes	  (79).	  	  
8)	  Interférences	  avec	  la	  transcription	  de	  gènes	  de	  défense.	  La	  protéine	  HopU1	  inhibe	  la	  fonction	  
de	   stabilisation	   des	   ARN	  messagers	   impliqués	   dans	   les	   réponses	   de	   défense	   telles	   que	   les	  
dépôts	  de	  callose	  (139).	  Chez	  X.	  campestris	  	  pv.	  campestris,	  XopD	  est	  une	  protéine	  modulaire	  
qui	   contient	   deux	   motifs	   EAR	   (ERF	   associated	   Amphiphilic	   Repression)	   qui	   lui	   confèrent	   la	  
capacité	  d'inhiber	  la	  transcription	  de	  gènes	  impliqués	  dans	  la	  défense	  et	  la	  sénescence	  (222).	  
9)	  Interférence	  avec	  les	  processus	  de	  signalisation	  par	  petits	  ARN.	  L'effecteur	  HopT1	  supprime	  
l'inhibition	  de	  la	  traduction	  des	  ARN	  messagers	  conduite	  par	  les	  micro-­‐ARN	  (139,	  296).	  
10)	  Modification	  de	  la	  transcription	  pour	  augmenter	  la	  sensibilité	  de	  l'hôte.	  Les	  effecteurs	  TAL	  
recensés	   chez	   certains	   pathovars	   du	   genre	  Xanthomonas	   sont	   capables	   de	   sur-­‐exprimer	   les	  
facteurs	   de	   transcription	   qui	   co-­‐régulent	   plusieurs	   gènes	   de	   sensibilité,	   favorisant	   la	  
colonisation	   bactérienne	   par	   modification	   de	   la	   PTI	   ou	   modification	   de	   l'environnement	  
cellulaire	  (non	  déterminé)	  (voir	  section	  1.4)	  
11)	   Interférence	   avec	   les	   effets	   de	   l'ETI	   par	   suppression	   de	   la	   HR	   et	   dissimulation	   de	   l'effet	  
d'avirulence	  d'autres	  ETI,	  et	  conduisant	  alors	  à	   la	  restauration	  de	   la	  virulence	  (ETS	  :	  effector	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triggered	  Susceptibility).	  Le	  T3E	  HopQ1	  chez	  la	  souche	  P.	  syringae	  pv.	  tomato	  DC3000	  confère	  
l'avirulence	  chez	  N.	  bentamiana	  et	   l'expression	  transitoire	  du	  T3E	  HopN1	  supprime	  cette	  HR	  
(53,	  406).	  
12)	   Interférences	   avec	   le	   métabolisme	   cellulaire	   pour	   faciliter	   l'utilisation	   des	   ressources	  
métaboliques	  de	  l'hôte.	  L'effecteur	  TAL	  PthXo1	  induit	  la	  sur-­‐expression	  du	  gène	  OsSWEET11,	  
transporteur	   de	   glucose.	   Il	   permettrait	   une	   plus	   forte	   concentration	   cytoplasmique	   en	  
glucose,	   et	   donc	   la	   prolifération	   bactérienne.	   OsSWEET11	   est	   défini	   comme	   un	   gène	   de	  
sensibilité,	  puisque	  son	  expression	  facilite	  l'infection	  du	  riz	  par	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  (79,	  421).	  
13)	   Participation	   au	   développement	   des	   symptômes.	   Les	   T3E	   peuvent	   intervenir	   dans	   les	  
aspects	  liés	  au	  développement	  des	  symptômes,	  sans	  liaison	  avec	  l'inhibition	  des	  systèmes	  de	  
défense	   ou	   l'accès	   aux	   nutriments.	   Il	   s'agit	   par	   exemple	   d'effecteurs	   responsables	   de	  
nécroses,	   sans	   être	   des	   gènes	   d'avirulence	   proprement	   dit	   :	   AvrE	   induit	   des	   nécroses	   lors	  
d'expression	  hétérologue	  par	  Agrobacterium	  (25).	  Chez	  X.	  euvesicatoria,	  la	  présence	  d'AvrBs2	  
a	   été	   associée	   à	   une	   meilleure	   propagation	   des	   bactéries	   au	   champ,	   ce	   qui	   est	   un	   autre	  
exemple	   où	   un	   effecteur	   n'est	   pas	   associé	   directement	   à	   la	   multiplication	   in	   planta	   mais	  
contribue	   au	   cycle	   infectieux	   (412).	   Les	   effecteurs	   TAL	   PthA	   et	   AvrBs3	   agissent	   sur	   la	  
multiplication	   et	   l'élargissement	   des	   cellules	   infectées,	   symptômes	   caractéristiques	   des	  
chancres	  ou	  des	  hypertrophies	  sur	  certaines	  plantes	  (116,	  259).	  
1.3.4 La	  redondance	  des	  effecteurs	  
La	  caractérisation	  fonctionnelle	  systématique	  par	  mutation	  des	  effecteurs	  un	  par	  un	  montre	  que	  
pour	  la	  plupart,	   la	  délétion	  ne	  modifie	  pas	  le	  processus	  d'infection	  de	  la	  plante	  hôte	  (95,	  96).	  De	  
rares	   effecteurs	   se	   sont	   révélés	   être	   des	   facteurs	   majeurs	   de	   la	   virulence,	   dont	   GALA7	   chez	  
R.	  solanaceraum	  (17),	  ou	  encore	  les	  effecteurs	  TAL	  PthA	  et	  PthN	  respectivement	  sur	  Xci	  et	  X	  citri	  
pv.	  malvacearum	   qui	   confèrent	   la	   virulence	   sur	   agrumes	   (pomelo)	   et	   cotonnier	   lorsqu'ils	   sont	  
introduits	   dans	  des	   souches	  non-­‐pathogènes	   (74,	   368).	   L'idée	   sous-­‐jacente	  est	   que	   les	   T3E	   sont	  
collectivement	   indispensables	   à	   l'agressivité	   mais	   considérés	   individuellement,	   ils	   ne	   sont	   pas	  
systématiquement	  essentiels	  au	  pouvoir	  pathogène.	   La	   redondance	   fonctionnelle	  des	  effecteurs	  
assure	  la	  robustesse	  de	  l'interaction	  compatible.	  Elle	  est	  souvent	  le	  résultat	  de	  plusieurs	  effecteurs	  
ayant	  les	  mêmes	  cibles	  ou	  processus	  cellulaires	  mais	  caractérisés	  par	  des	  fonctions	  biochimiques	  
différentes	   (142).	   En	   conséquence,	   la	   délétion	   ou	   perte	   de	   l'un	   d'eux	   ne	  modifie	   pas	   de	   façon	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détectable	   l'issue	  de	   l'interaction,	   les	  autres	  T3E	  prenant	   le	  relais.	  Ces	  processus	  de	  redondance	  
fonctionnelle	   sont	   rendus	   possibles	   grâce	   à	   l'existence	   de	   sets	   d'effecteurs	  a	   fortiori	   facultatifs.	  
Ceci	   est	   par	   exemple	   illustré	   par	   un	   set	  minimum	   de	   15	   T3E	   sécrété	   par	   les	   souches	   du	   genre	  
Xanthomonas	  (211).	  
Certains	  mutants	  simples	  sont	  partiellement	  affectés	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène.	  C'est	   le	  cas	  des	  
TAL	   de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	   ou	  X.	  citri	   pv.	  malvacearum	   qui	   contribuent	   de	  manière	   additive	   au	  
pouvoir	  pathogène	  (26,	  422,	  426).	  Les	  travaux	  de	  "déconstruction"	  par	  mutagénèse	  successive	  des	  
effecteurs	   ont	   révélé	   que	   la	   délétion	   simultanée	   de	   certains	   groupes	   d'effecteurs	   peut	   être	  
associée	   à	   des	   caractéristiques	   phénotypiques	   données,	   et	   ont	   conduit	   à	   l'identification	   de	  
groupes	  d'effecteurs	  redondants	  appelés	  REG	  (redundant	  effector	  group)	  (94,	  230).	  
1.3.5 Aspect	  temporel	  du	  déploiement	  des	  effecteurs	  lors	  de	  l'infection	  
La	   destination	   des	   effecteurs	   est	   fondamentale	   à	   leur	   fonction.	   Leur	   déploiement	   selon	   une	  
chronologie	  précise	  est	  tout	  aussi	  important.	  Différents	  sets	  d'effecteurs	  sont	  sécrétés	  de	  manière	  
séquentielle	   lors	   de	   l'infection.	   Ceci	   est	   illustré	   chez	   la	   bactérie	   enteropathogène	   Salmonella	  
enterica	  qui	  utilise	  une	  «	  plateforme	  de	  tri	  »	  qui	  implique	  des	  protéines	  chaperonnes	  et	  assurant	  
ainsi	   une	   hiérarchie	   dans	   la	   sécrétion	   des	   T3E	   (234).	   De	   même	   chez	   la	   souche	   P.	  syringae	  
PsyB728a,	  certains	  effecteurs	   sont	   sécrétés	  pendant	   la	   survie	  épiphyte	  et	  ne	  sont	  pas	   impliqués	  
dans	   les	   étapes	   de	   l'infection	   proprement	   dite	   (240).	   Les	   mécanismes	   sous-­‐jacents	   à	   cette	  
hiérarchie	  dans	  la	  sécrétion	  des	  T3E	  par	  le	  T3SS	  restent	  toutefois	  inexpliqués	  (107,	  404).	  Il	  peut	  y	  
avoir	   intervention	   de	   protéines	   chaperonnes	   qui	   favorisent	   la	   sécrétion	   de	   leurs	   protéines	  
chaperonnées.	  
1.3.6 	  Répertoires	  d'effecteurs	  
Le	   séquençage	   de	   génomes	   permet	   de	   déterminer	   à	   partir	   des	   bases	   de	   données	   existantes	   le	  
répertoire	  d'effecteurs	  d'une	  souche	  nouvellement	  séquencée.	  La	  comparaison	  des	  contenus	  en	  
effecteurs	   entre	   espèce	   et	   pathovar	   permet	   d'identifier	   les	   effecteurs	   en	   fonction	   de	   leur	  
présence.	  Certains	  effecteurs	  sont	  conservés	  (les	  effecteurs	  communs	  ou	  "core")	  et	  d'autres	  sont	  
plus	   spécifiques	   de	   souches	   individuelles	   ou	   groupes	   de	   souches	   (les	   effecteurs	   variables)	   (186,	  
292,	   335,	   336).	   Les	   effecteurs	   conservés	   seraient	   impliqués	   dans	   les	   fonctions	   ancestrales	   :	  
développement	   des	   symptômes,	   nutrition	   et	   suppression	   des	   réponses	   des	   mécanismes	   de	  
33
Synthèse bibliographique
défense	  basale,	  alors	  que	  les	  effecteurs	  variables	  seraient	  liés	  à	  des	  mécanismes	  plus	  spécifiques	  :	  
suppression	  des	  réactions	  hypersensibles	  et	  spécificité	  d'hôtes	  (311).	  	  	  
La	   comparaison	   des	   contenus	   en	   effecteurs	   de	   souches	   pathogènes	   sur	   des	   gammes	   d'hôtes	  
similaires	  a	  mis	  en	  évidence	  certaines	   corrélations	  entre	   les	   répertoires	  d'effecteurs	  de	   souches	  
appartenant	  à	  des	   lignées	  génétiques	  différentes,	   et	   la	   capacité	  à	   coloniser	   certains	  hôtes	   (186,	  
335).	  Toutefois,	  ces	  hypothèses	  doivent	  être	  vérifiées	  expérimentalement.	  	  
L'identification	   de	   répertoires	   d'effecteurs	   similaires	   entre	   des	   souches	   éloignées	   (cas	   de	  
P.	  syringae)	   suggère	   par	   ailleurs	   l'importance	   des	   transferts	   horizontaux	   dans	   la	   définition	   des	  
répertoires	  (335).	  Ces	  hypothèses	  sont	  étayées	  par	  la	  présence	  de	  signaux	  à	  l'échelle	  moléculaire	  
comme	   des	   différences	   de	   pourcentage	   de	   GC	   ainsi	   que	   la	   présence	   d'éléments	   transposables	  
(149).	  Les	  réarrangements	  génomiques	  et	  les	  mutations	  participent	  par	  ailleurs	  à	  la	  définition	  des	  
répertoires,	   hypothèse	   confirmée	   par	   une	   approche	   d'évolution	   expérimentale	   suivante:	   la	  
bactérie	   P.	  syringae	   pv.	  phaseolicola	   contenant	   le	   gène	   hopAR1	   est	   avirulente	   sur	   haricot.	  
L'inoculation	  en	  série	  sur	  haricot	  a	  montré	  au	  bout	  de	  cinq	  passages	  consécutifs	   l'apparition	  des	  
symptômes	  typiques	  de	  la	  maladie,	  et	  l'analyse	  génotypique	  a	  révélé	  la	  perte	  d'une	  région	  de	  100	  
kb	  contenant	  le	  gène	  hopAR1	  (306).	  	  
La	   caractérisation	   des	   répertoires	   d'effecteurs	   amène	   à	   s'interroger	   sur	   le	   nombre	   d'effecteurs	  
nécessaires	   à	   l'inhibition	   des	   voies	   de	   signalisation	   de	   la	   PTI	   enclenchées	   par	   la	   présence	   du	  
pathogène,	  mais	   aussi	   le	  nombre	  minimal	  d'effecteurs	  nécessaire	  pour	   induire	   la	  maladie	   (ETS).	  
Les	  analyses	  récentes	  de	  déconstruction	  du	  répertoire	  d'effecteurs	  sur	  P.	  syringae	  suggèrent	  que	  
plusieurs	   combinaisons	   possibles	   d'effecteurs	   peuvent	   constituer	   le	   set	   minimum	   d'effecteurs	  
nécessaire	  pour	  assurer	  le	  contournement	  des	  défenses	  de	  la	  plante	  et	  l'induction	  des	  symptômes,	  
d'où	   la	  difficulté	  à	  définir	   le	   set	  d'effecteurs	   indispensables	   (core)	  pour	  une	  souche	  donnée	   (94,	  
250).	  
1.3.7 Mécanismes	  de	  diversification	  	  
L'origine	   des	   T3E	   n'est	   à	   ce	   jour	   pas	   expliquée	   puisqu'ils	   ne	   montrent	   aucune	   similarité	   avec	  
d'autres	  protéines	  bactériennes.	  Une	  source	  possible	  de	  ce	  nouveau	  matériel	  génétique	  serait	  les	  
bactériophages	   qui	   portent	   souvent	   des	   gènes	   régulés	   de	   manière	   autonome	   et	   encodant	   des	  
toxines	   et	   des	   facteurs	   de	   virulence	   (57).	   Les	   phages	  participent	   également	   au	   transport	   et	   aux	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nouvelles	   introductions	   de	   T3E	   entre	   les	   génomes	   bactériens:	   plusieurs	   T3E	   ont	   été	   mis	   en	  
évidence	  dans	   les	   prophages	   chez	  S.	   enterica	   (271,	   385).	   L'effecteur	  plasmidique	  hopW1-­‐1	   chez	  
P.	  syringae	  montre	  des	  identités	  de	  séquences	  avec	  un	  gène	  de	  prophage	  VT1-­‐	  ou	  VT2-­‐Sakai	  chez	  
E.	  coli	  0157:H7	  (183).	  	  
La	  création	  de	  nouveaux	  effecteurs	  par	  réarrangement	  est	  un	  autre	  moyen	  de	  diversification	  des	  
répertoires	   de	   T3E	   par	   création	   de	   nouveaux	   variants	   génétiques.	   Les	   T3E	   sont	   des	   protéines	  
modulaires	   comprenant	   un	   signal	   de	   sécrétion	   et	   de	   translocation	   en	   position	   N-­‐terminale	   qui	  
dirige	   l'exportation	  via	   le	  T3SS,	  ainsi	  qu'au	  moins	  un	  motif	  C-­‐terminal	   fonctionnel	   impliqué	  dans	  
l'interaction	   de	   l'effecteur	   avec	   les	   structures	   de	   la	   cellule	   végétale	   (182).	   Cette	   structure	  
modulaire	   accepte	   les	   processus	   de	   réarrangement	   aboutissant	   à	   la	   création	   de	   nouveaux	  
effecteurs	  (262).	  L'analyse	  des	  T3E	  de	  23	  espèces	  de	  bactéries	  pathogènes	  et	  mutualistes	  a	  révélé	  
que	  24%	  à	  32%	  des	  T3E	  étaient	  des	  chimères	  issues	  de	  deux	  autres	  T3E	  ou	  alors	  d'un	  T3E	  et	  d'une	  
autre	   région	   génomique	   (359).	   Les	   effecteurs	   pseudogénisés	   sont	   probablement	   issus	   de	   ces	  
processus	   de	   réarrangements	   TR	   (terminal	   reassortment)	   et	   la	   proportion	   de	   chimères	   est	   plus	  
importante	   chez	   les	   T3E	   que	   dans	   d'autres	   familles	   de	   gènes,	   ce	   qui	   montre	   l'importance	   des	  
processus	   de	   TR	   dans	   l'évolution	   des	   répertoires	   d'effecteurs,	   et	   appuie	   l'aspect	   modulaire	  
caractéristique	   des	   effecteurs	   (20).	   L'association	   fréquente	   d'éléments	  mobiles	   à	   proximité	   des	  
effecteurs	  contribue	  probablement	  aux	  phénomènes	  de	  réarrangements	  (TR)	  (359).	  	  
1.4 Les	  effecteurs	  TAL	  
Alors	  que	   la	  plupart	  des	  effecteurs	   interagissent	   spécifiquement	   avec	   les	  protéines	  de	   la	   cellule	  
hôte	  (interaction	  T3E-­‐R	  directe	  ou	  indirecte),	  les	  effecteurs	  TAL	  (Transcription	  Activator	  Like)	  sont	  
caractérisés	   par	   des	   propriétés	   structurelles	   et	   fonctionnelles	   spécifiques	   qui	   leur	   permettent	  
d'agir	  directement	  sur	  l'expression	  des	  gènes	  de	  l'hôte.	  Les	  effecteurs	  TAL	  miment	  les	  facteurs	  de	  
transcription	  eucaryotes	  pour	   activer	   des	   gènes	  de	   sensibilité	   (S)	   et/ou	  des	   gènes	  de	   résistance	  
(41).	  L'activation	  des	  gènes	  S	  crée	  des	  conditions	  favorables	  pour	  la	  colonisation	  bactérienne	  et	  le	  
développement	   de	   symptômes.	   On	   trouve	   des	   effecteurs	   TAL	   chez	   de	   nombreux	   pathovars	   du	  





La	  famille	  des	  effecteurs	  TAL	  (anciennement	  famille	  des	  homologues	  de	  AvrBs3/PthA)	  est	   la	  plus	  
étudiée	  chez	  les	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas.	  AvrBs3	  chez	  X.	  	  euvesicatoria	  et	  PthA	  chez	  Xci	  
ont	  été	  les	  premiers	  effecteurs	  identifiés	  de	  cette	  famille	  et	  lui	  ont	  donné	  leur	  nom	  (AvrBs3/PthA)	  
du	   fait	   de	   leur	   rôle	   dans	   des	   phénomènes	   d'avirulence	   pour	   l'un	   et	   dans	   le	   pouvoir	   pathogène	  
pour	   l'autre	   (48,	   427).	   Ces	   deux	   effecteurs	   ont	   fait	   l'objet	   de	   travaux	   conséquents	   afin	   de	  
comprendre	   le	   lien	   entre	   leur	   spécificité	   d'interaction	   avec	   l'ADN	   de	   l'hôte	   et	   la	   structure	  
particulière	  de	  leur	  région	  centrale	  composée	  de	  répétitions	  en	  tandem.	  AvrBs3	  a	  été	  identifié	  lors	  
de	  l'élucidation	  d'interactions	  incompatibles	  entre	  X.	  euvesicatoria	  et	  le	  poivron,	  déclenchant	  une	  
réaction	  de	  type	  HR	  sur	  la	  variété	  ECW-­‐30R	  par	  activation	  du	  gène	  de	  résistance	  Bs3	  (47,	  48).	  Sur	  
plants	   sensibles,	   AvrBs3	   déclenche	   l'hypertrophie	   cellulaire	   par	   régulation	   du	   gène	   UPA20	   (UP	  
regulated	  by	  AvrBs3)	  (voir	  section	  1.4.5)	  (212,	  259).	  
PthA,	   facteur	  de	  pathogénicité,	   a	  été	   identifié	  par	  une	  approche	   similaire	  de	   criblage	   cherchant	  
cette	   fois	   à	   déterminer	   le/les	   gènes	   responsables	   des	   symptômes	   du	   chancre	   asiatique	   des	  
agrumes.	  Une	  banque	  génomique	  de	  la	  souche	  LMG	  9322	  de	  Xci,	  souche	  fortement	  pathogène	  sur	  
agrumes,	   a	   été	   introduite	   par	   conjugaison	   chez	   X.	  axonopodis	   pv.	  citrumelo	   (responsable	   d'une	  
maladie	  sur	  citrumelo	  (P.	  trifoliata	  x	  C.	  paradisi)	  avec	  une	  symptomatologie	  différente	  de	  celle	  du	  
chancre	  asiatique)	  et	   les	   transconjuguants	  ont	  ensuite	  été	   inoculés	   sur	  pomelo	   (Citrus	  paradisi),	  
hôte	  sensible	  à	  Xci	  mais	  pas	  à	  X.	  axonopodis	  pv.	  citrumelo.	  Les	  clones	  induisant	  la	  prolifération	  des	  
cellules	  de	  l'hôte	  et	  les	  symptômes	  caractéristiques	  du	  chancre	  ont	  tous	  révélé	  la	  présence	  d'une	  
ORF	   de	   3.7	   kb	   correspondant	   au	   gène	  pthA	   (366)	   présentant	   par	   ailleurs	   de	   fortes	   identités	   de	  
séquences	  avec	  avrBs3	  sur	  la	  base	  de	  profils	  de	  restrictions	  montrant	  une	  structure	  particulière	  de	  
répétitions	  en	  tandem	  de	  102	  bp	  après	  digestion	  par	  BalI	  (208).	  	  
1.4.2 Structure	  des	  effecteurs	  TAL	  
Les	  effecteurs	  TAL	  possèdent	  cinq	  domaines	  conservées	  :	  un	  signal	  de	  sécrétion	  pour	  le	  T3SS	  dans	  
la	   partie	   N-­‐terminale,	   un	   ou	   plusieurs	   signaux	   de	   localisation	   nucléaire	   eucaryotes	   (NLS)	   ainsi	  
qu'un	  domaine	  acide	  d'activation	  de	  la	  transcription	  eucaryote	  (AAD)	  dans	  la	  partie	  C-­‐terminale,	  et	  
une	  région	  centrale	  composée	  de	  répétitions	  en	  tandem	  suivie	  de	  répétitions	  en	  leucine	  zipper.	  La	  




	  Figure	  5:	  Domaines	  fonctionnels	  des	  effecteurs	  TAL	  du	  genre	  Xanthomonas	  
(a)	  La	  région	  N-­‐terminale	  contient	  le	  signal	  de	  translocation.	  La	  région	  centrale	  contient	  les	  répétitions	  en	  
tandem.	   La	   répétition	   "zéro"	   contient	  une	   séquence	  différente	  mais	   contribue	  à	   la	   liaison	  à	   l'ADN	  et	   est	  
indiquée	   en	   pointillés.	   NLS,	   nuclear	   localization	   signal;	   AD,	   activation	   domain.	   (b)	   Les	   17,5	   répétitions	  
d'AvrBs3	  sont	  classées	  selon	  les	  12e	  et	  13e	  acides	  aminés	  de	  chaque	  répétition.	  La	  box	  consensus	  "UPA"	  est	  
indiquée	  sous	  la	  représentation	  des	  répétitions.	  (c)	  Séquence	  logo	  représentant	  la	  séquence	  consensus	  et	  
le	  polymorphisme	  en	  acides	  aminés	  de	  2023	  répétitions	  trouvées	  dans	  113	  effecteurs	  TAL.	  D'après	  (41)	  
	  
1.4.2.1 Le	  signal	  de	  localisation	  nucléaire	  (NLS)	  	  
Les	  effecteurs	  TAL	  contiennent	  en	  général	  plusieurs	  signaux	  de	  localisation	  nucléaire	  (NLS)	  dans	  la	  
partie	   C-­‐terminale	   de	   la	   protéine	   (372,	   425).	   Ces	   motifs	   sont	   indispensables	   à	   leur	  
fonctionnement.	  Ils	  permettent	  le	  transport	  vers	  le	  noyau	  de	  la	  cellule	  végétale	  grâce	  à	  la	  liaison	  
simultanée	   aux	   deux	   sous	   unités	   de	   l'importine,	   importine-­‐α	  et	   importine-­‐β.	   L'ensemble	  
importine-­‐TAL	   contenant	   un	   motif	   NLS	   est	   alors	   guidé	   à	   travers	   les	   pores	   de	   la	   membrane	  
nucléaire	  eucaryote	  (372).	  A	  l'intérieur	  du	  noyau,	  le	  complexe	  se	  détache	  sous	  l'action	  de	  la	  liaison	  
de	   Ran-­‐GDP	   à	   l'importine	   qui	   retourne	   vers	   le	   cytoplasme	   alors	   que	   l'effecteur	   TAL	   va	   se	   lier	   à	  
l'ADN	  cible	  (261).	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1.4.2.2 Le	  domaine	  d'activation	  de	  transcription	  eucaryotique	  (AAD)	  
Les	   114	   bp	   terminaux	   sont	   extrêmement	   conservés	   et	   sont	   riches	   en	   acides	   aminés	   à	   résidus	  
acides,	   volumineux	   et	   hydrophobes	   typiques	   des	   domaines	   d'activation	   de	   transcription	  
eucaryotes	  (AAD	  acidic	  activation	  domain)	   (440).	  Ce	  domaine	  est	   indispensable	  aux	  fonctions	  de	  
virulence	  et	  d'avirulence	  des	  effecteurs	  TAL	  (259,	  440).	  Il	  est	  interchangeable	  entre	  les	  différents	  
effecteurs	  TAL	  et	  peut	  être	  remplacé	  par	   le	  domaine	  d'activation	  de	  transcription	  de	   la	  protéine	  
VP16	   du	   virus	   de	   l'herpes	   (372,	   439).	   Il	   est	   probablement	   impliqué	   dans	   le	   recrutement	   des	  
mécanismes	  de	  transcription	  de	  l'hôte	  (332).	  	  
1.4.2.3 Les	  répétitions	  leucine	  zipper	  	  
Des	  répétitions	  riches	  en	  motifs	  de	  type	  leucine	  zipper	  ont	  été	  identifiées	  entre	  la	  région	  centrale	  
et	   les	   signaux	  de	   localisation	  nucléaire	   (NLS)	   (343).	  Ces	  structures	  sont	  capables	  d'interagir	  avec	  
d'autres	  protéines	  (226).	  Le	  rôle	  de	  ces	  motifs	  dans	  la	  spécificité	  d'interaction	  des	  effecteurs	  TAL	  
et	  leur	  contribution	  à	  la	  fonction	  des	  effecteurs	  TAL	  n'est	  pas	  déterminée.	  	  
1.4.2.4 La	  région	  centrale	  répétée	  
Les	   effecteurs	   TAL	   montrent	   de	   fortes	   similarités	   allant	   de	   90%	   à	   97%	   d'identité	   de	   séquence	  
protéique	   (63,	   231).	   Cependant,	   les	  mécanismes	   permettant	   à	   ces	   protéines	   de	   reconnaître	   et	  
d'activer	  spécifiquement	  des	  cibles	  différentes	  de	  l'hôte	  sont	  longtemps	  restés	  inexpliqués.	  	  
La	   région	  centrale	  des	  effecteurs	  TAL	  a	   la	  propriété	  de	  se	   fixer	   sur	   la	   zone	  promotrice	  de	  gènes	  
cibles	  dans	   le	  noyau	  de	   la	  cellule	  végétale	   (EBE	  pour	  Effector	  Binding	  Elements)	  pour	  permettre	  
l'action	  de	  l'activateur	  transcriptionnel	  en	  aval.	  Le	  polymorphisme	  majeur	  entre	  les	  effecteurs	  TAL	  
réside	  dans	  le	  nombre	  de	  motifs	  répétés	  et	   leur	  agencement.	  L'importance	  de	  la	  région	  centrale	  
répétée	   dans	   la	   spécificité	   des	   effecteurs	   TAL	   in	   planta	   a	   montré	   que	   l'ordre	   et	   le	   nombre	   de	  
répétitions	   centrales	   sont	   essentiels	   pour	   la	   fonctionnalité	   de	   PthA	   et	   AvrB6	   (194,	   427).	   Ce	  
domaine	  central	  est	   constitué	  d'un	  nombre	  variable	  de	   répétitions	  en	   tandem	  d'un	  motif	  de	  34	  
acides	  aminés	   (avec	  quelques	  variants	  de	  33	  à	  35	  acides	  aminés).	  Les	  effecteurs	  TAL	  répertoriés	  
contiennent	  de	  une	  à	  33	  répétitions	  avec	  une	  moyenne	  de	  17	  répétitions,	  et	  la	  dernière	  répétition	  
(appelée	  demi-­‐répétition)	  est	  tronquée	  à	  20	  acides	  aminés.	  Un	  minimum	  de	  6	  répétitions	  semble	  
indispensable	  pour	  l'induction	  d'une	  cible	  (41).	  Les	  12e	  et	  13e	  acides	  aminés	  de	  chaque	  répétition	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(ainsi	   que	   dans	   la	   dernière	   demi-­‐répétition)	   sont	   hypervariables	   et	   sont	   appelés	   RVD	   (repeat	  
variable	  di-­‐residues)	  ou	  di-­‐résidus	  (278).	  	  
1.4.3 La	  spécificité	  de	  liaison	  des	  effecteurs	  TAL	  
1.4.3.1 Le	  code	  de	  reconnaissance	  des	  TAL	  
L'analyse	   des	   box	   promotrices	   des	   gènes	   UPA	   (Up	   regulated	   by	   AvrBs3)	   a	   mis	   en	   évidence	   la	  
similarité	  de	   longueur	  entre	   la	   séquence	  de	   la	   région	  promotrice	  nécessaire	  à	   l'interaction	  et	   le	  
nombre	   de	   répétitions	   de	   la	   protéine	   AvrBs3.	   L'analyse	   par	   deux	   équipes	   indépendantes	   des	  
effecteurs	   TAL	   et	   de	   leur	   cibles	   a	   abouti,	   20	   ans	   après	   la	   découverte	   de	   l'importance	   des	  
répétitions	  en	  tandem,	  au	  décryptage	  du	  fonctionnement	  de	  cette	  interaction	  si	  spécifique	  selon	  
laquelle	   chaque	   répétition	  détermine	   la	   spécificité	  d'interaction	  avec	  un	  nucléotide	  de	   la	   région	  
promotrice	   du	   gène	   cible.	   La	   classification	   des	   répétitions	   en	   fonction	   de	   leur	   RVD	   a	   mis	   en	  
évidence	  une	   corrélation	   entre	   certains	   RVD	  et	   certaines	   bases	   des	   box	  UPA.	   Ces	   deux	   équipes	  
indépendantes	  ont	  montré	  que	  la	  succession	  des	  RVD	  d'un	  effecteur	  TAL	  détermine	  la	  longueur	  et	  
la	   nature	   de	   la	   séquence	   nucléotidique	   de	   la	   cible	   de	   l'effecteur	   (EBE),	   sur	   la	   base	   d'une	  
correspondance	  entre	  chaque	  RVD	  et	  un	  nucléotide	  spécifique	  (42,	  278).	  Les	  régions	  N-­‐terminale	  
et	  C-­‐terminale	  de	  l'effecteur	  TAL	  correspondent	  aux	  régions	  en	  5'	  et	  3'	  de	  la	  box	  respectivement.	  
Les	  correspondances	  identifiées	  ont	  abouti	  à	  l'identification	  d'un	  «	  code	  »	  permettant	  de	  prédire	  
les	   séquences	   ciblées	   par	   les	   effecteurs	   TAL	   ou	   EBE	   (Effector	   Binding	   Element).	   Par	   exemple,	   la	  
présence	  du	  RVD	  HD	  dans	  une	  répétition	  est	  spécifique	  d'une	  cytosine	  (C),	  alors	  que	  le	  RVD	  NI	  est	  
spécifique	   d'une	   adénine	   (A).	   25	   RVD	   uniques	   ont	   été	   répertoriés	   chez	   les	   bactéries	   du	   genre	  
Xanthomonas.	  Parmi	   eux,	   sept	   sont	   fortement	   représentés	   :	  HD,	  NG,	  HG,	  NN,	  NS,	  NI	   et	  N*	   (H	  :	  
histidine=his,	   D	  :	   acide	   aspartique=asp,	   N	  :	   asparagine	   =	   Asn,	   S	  :sérine=ser	   ,	   G	  :	   glycine=gly,	   I	  :	  
isoleucine=ile).	   N*	   correspond	   à	   une	   répétition	   de	   33	   résidus	   ou	   la	   structure	   globale	   est	  
conservée,	   l'étoile	   (*)	   faisant	   référence	   à	   un	   acide	   aminé	   manquant.	   L'analyse	   des	   différents	  
effecteurs	  TAL	  naturels	  et	  artificiels	  a	  démontré	  que	  tous	  les	  RVD	  n'ont	  pas	  tous	  les	  même	  niveaux	  
de	   spécificité:	   certains	   sont	   extrêmement	   spécifiques	   d'un	   nucléotide	   donné	   alors	   que	   d'autres	  
ont	  une	   certaine	   tolérance	  et	  peuvent	   se	   lier	   à	  plusieurs	  bases	   azotées,	   comme	  par	  exemple	   le	  
dirésidu	  NN	  qui	  reconnait	  une	  guanine	  (G)	  ou	  une	  adénine	  (A).	  (Figure	  6)	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Par	   ailleurs,	   la	   présence	   d'une	   thymine	   en	   5'	   des	   effecteurs	   TAL	   (correspondant	   à	   la	   position	  
"zéro")	   a	   longtemps	   été	   considérée	   comme	   indispensable,	   bien	   que	   non	   impliquée	   dans	  
l'interaction	   spécifique	   avec	   une	   des	   répétitions	   des	   effecteurs	   TAL.	   Toutefois,	   il	   existe	   des	  
exceptions	  où	  un	  C	  est	  décrit	  à	  la	  place	  du	  T	  attendu	  en	  position	  "zéro";	  c'est	  le	  cas	  par	  exemple	  de	  
l'effecteur	  TalC	  chez	  Xanthomonas	  oryzae	  pv.	  oryzae	  (431).	  
	  
Figure	  6	  :	  Types	  de	  répétitions	  des	  effecteurs	  TAL	  des	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  
Les	   types	  de	   répétitions	   sont	  basés	   sur	   les	   12e	   et	   13e	   acides	   aminés	  de	   chaque	   répétition.	   Les	  di-­‐résidus	  
(RVD)	  et	  leurs	  fréquences	  obtenus	  à	  partir	  de	  113	  effecteurs	  TAL	  sont	  indiqués.	  Un	  tiret	  (-­‐)	  fait	  référence	  à	  
la	  délétion	  de	   l'acide	  aminé	  13.	   Les	   spécificités	  ayant	  été	  vérifiées	  expérimentalement	   sont	   indiquées	  en	  
gras	  (5).	  Le	  nombre	  de	  fois	  où	  chaque	  répétition	  a	  été	  trouvée	  est	  indiqué	  pour	  chacun	  des	  Xanthomonas.	  	  
	  
1.4.3.2 Les	  bases	  structurelles	  de	  la	  reconnaissance	  TAL	  -­‐	  DNA	  	  
Les	  études	  de	  cristallisation	  ont	  posé	  les	  bases	  structurelles	  de	  la	  spécificité	  de	  l'interaction	  TAL-­‐
ADN	  selon	  le	  code	  établi.	  La	  structure	  3D	  a	  été	  élucidée	  d'une	  part	  pour	  dHAX3,	  un	  effecteur	  TAL	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artificiel	  de	  11	  répétitions	  comportant	  les	  RVD	  les	  plus	  communs	  (HD,	  NG	  et	  NS)	  lié	  ou	  non	  à	  l'ADN	  
cible,	   et	   d'autre	   part	   sur	   l'effecteur	   TAL	   PthXo1	   de	   Xanthomonas	   oryzae	   composé	   de	   20	  
répétitions	  et	  six	  RVD,	  cette	  fois	  uniquement	  lors	  de	  l'interaction	  avec	  l'ADN	  (106,	  258).	  
Chaque	   répétition	   forme	   une	   hélice-­‐boucle-­‐hélice,	   les	   RVD	   (positions	   12	   et	   13)	   se	   trouvant	   au	  
niveau	  de	   la	  boucle	  centrale.	  La	  succession	  des	  répétitions	   forme	  une	  super-­‐hélice	  qui	  s'enroule	  
autour	  du	  grand	  sillon	  de	  l'ADN,	  le	  long	  de	  la	  séquence	  cible.	  Cette	  structure	  expose	  ainsi	  les	  RVD	  
au	   contact	   direct	   avec	   les	   bases	   azotées	   de	   la	   molécule	   d'ADN.	   L'étude	   in	   fine	   des	   structures	  
cristallisées	  indique	  que	  la	  spécificité	  d'interaction	  dépend	  seulement	  du	  13e	  acide	  aminé.	  Le	  12e	  
acide	   aminé,	   habituellement	   une	   asparagine	   ou	   une	   histidine,	   joue	   un	   rôle	   stabilisateur	   de	   la	  
structure	  de	  la	  répétition.	  (Figure	  7)	  
	  
	  





Figure	  8:	  Interactions	  entre	  les	  quatre	  RVD	  communs	  et	  la	  base	  correspondante	  de	  l'ADN	  
Correspondance	   entre	   (HD,	   NG,	   NN	   and	   NI)	   et	   cytosine,	   thymine,	   purine	   et	   adénine,	   respectivement	  
d'après	  le	  code	  établi.	  D'après	  (258).	  
	  
Au	  delà	  des	  spécificités,	  différents	  RVD	  n'ont	  pas	   les	  même	   forces	  d'interaction	  et	  peuvent	  être	  
qualifiés	  de	  RVD	  forts	  ou	  faibles.	  L'étude	  d'interaction	  d'effecteurs	  TAL	  artificiels	  a	  mis	  en	  évidence	  
les	  propriétés	  suivantes	  :	  Les	  RVD	  HD	  et	  NN	  sont	  considérés	  comme	  des	  RVD	  forts	  alors	  que,	  par	  
exemple,	  le	  RVD	  NI	  est	  considéré	  comme	  un	  RVD	  faible.	  Ces	  propriétés	  s'expliquent	  par	  l'analyse	  
3D	   des	   différents	   types	   d'interaction	   entre	   les	   molécules	   :	   les	   RVD	   forts	   engagent	   des	   liaisons	  
faisant	  intervenir	  des	  liaisons	  hydrogènes	  ou	  des	  forces	  de	  Van	  der	  Waals	  alors	  que	  la	  spécificité	  
de	  NI	  ou	  N*	  serait	  due	  à	  un	  encombrement	  stérique	  particulier	  permettant	  la	  présence	  de	  certains	  
nucléotides.	  Le	  RVD	  N*	  qui	  correspond	  à	  une	  répétition	  de	  33	  résidus	  serait	  dépourvu	  du	  13e	  acide	  
aminé	  (Figure	  8).	  
Ces	   informations	  sont	  des	  avancées	  considérables	  pour	  comprendre	   les	  spécificités	  d'interaction	  
des	  effecteurs	  TAL	  naturels	  mais	  aussi	  pour	  le	  design	  d'effecteurs	  TAL	  artificiels	  fonctionnels.	  Par	  
exemple,	   la	   présence	   de	   RVD	   forts	   est	   un	   élément	   déterminant	   de	   l'activité	   des	   effecteurs	   TAL	  
(360)	  (voir	  section	  1.4.8).	  
La	  structure	  3D	  de	  PthXo1	  contient	  deux	  répétitions	  supplémentaires	  "cryptiques"	  car	  différentes	  
des	   répétitions	   en	   tandem	   dans	   la	   région	  N-­‐terminale	   (répétitions	   "-­‐1"	   et	   "0")	   qui	   amorcent	   la	  
liaison	   au	   squelette	   de	   la	   molécule	   d'ADN	   et	   permettent	   la	   liaison	   à	   la	   thymine	   présente	   en	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position	   zéro	   avant	   la	   liaison	   à	   l'EBE	   proprement	   dite.	   Deux	   répétitions	   cryptiques	  
supplémentaires	   pourraient	   être	   impliquées	   dans	   l'interaction	   du	   fait	   de	   la	   conservation	   de	  
certains	   acides	   aminés	   en	   amont	   de	   la	   zone	   correspondant	   à	   la	   répétition	   "-­‐1",	   mais	   cette	  
hypothèse	   n'a	   pas	   pu	   être	   vérifiée	   car	   cette	   région	   de	   la	   protéine	   n'a	   pas	   été	   incluse	   à	   la	  
détermination	  de	  la	  structure	  3D	  (258).	  
Une	  étude	   récente	  à	  partir	  d'effecteurs	  TAL	  artificiels	  montre	  que	   la	   spécificité	  d'interaction	  est	  
surtout	  guidée	  par	  la	  partie	  N-­‐terminale	  de	  la	  région	  répétée,	  et	  que	  des	  mésappariements	  en	  3'	  
de	  la	  séquence	  cible	  (EBE)	  ont	  moins	  d'effet	  sur	  l'activation	  de	  la	  transcription	  que	  ceux	  situés	  en	  
5',	   révélant	   ainsi	   un	   effet	   polarisé	   de	   la	   spécificité	   d'attachement	   des	   effecteurs	   TAL	   à	   leur	  
séquence	  cible	  (264).	  
1.4.4 Les	  effecteurs	  TAL	  interagissent	  aussi	  avec	  des	  protéines	  
1.4.4.1 Processus	  de	  dimérisation	  
Plusieurs	   cas	   de	   dimérisation	   ont	   été	   décrits	   chez	   les	   effecteurs	   TAL,	   notamment	  
l'homodimérisation	  de	  AvrBs3	  dans	  le	  cytosol	  de	  la	  cellule	  végétale,	  préalablement	  à	  la	  liaison	  à	  la	  
séquence	   cible	   sous	   forme	   de	  monomère	   comme	   l'ont	  montré	   les	   études	   de	   cristallisation.	   Les	  
effecteurs	   TAL	   de	   Xci	   forment	   des	   homodimères	   et	   des	   hétérodimères	   par	   association	   de	   leur	  
région	  centrale	  (114).	  Le	  processus	  de	  dimérisation	  est	  dépendant	  de	  la	  région	  centrale	  et	  serait	  
nécessaire	  à	  l'importation	  dans	  le	  noyau	  (181).	  	  
1.4.4.2 L'interaction	  des	  effecteurs	  TAL	  avec	  les	  protéines	  eucaryotes.	  
Bien	  que	  la	  spécificité	  d'action	  soit	  désormais	  décrite,	  les	  processus	  qui	  permettent	  aux	  effecteurs	  
TAL	  de	  trouver	   leur	  séquence	  cible	  ne	  sont	  pas	  connus.	  Les	   interactions	  avec	   les	  protéines	  de	   la	  
cellule	   hôte	   participent	   probablement	   à	   la	   bonne	   localisation	   des	   effecteurs	   TAL	   dans	   la	   cellule	  
hôte.	   Les	   mécanismes	   permettant	   aux	   effecteurs	   TAL	   de	   recruter	   les	   composants	   de	   la	  
transcription	  restent	  non	  décrits.	  Le	  bon	  fonctionnement	  des	  effecteurs	  TAL	  dans	   les	  cellules	  de	  
mammifères	   suggère	   que	   ces	   interactions	   ont	   lieu	   avec	   des	   composants	   conservés	   des	   cellules	  
eucaryotes.	   Un	   certain	   nombre	   de	   protéines	   cibles	   de	   la	   cellule	   végétale	   ont	   été	   identifiés	   par	  
double	   hybride:	   l'interaction	   avec	   l'importine-­‐α	   a	   déjà	   été	   décrite	   pour	   la	   localisation	   vers	   le	  
noyau,	   mais	   aussi	   des	   interactions	   avec	   des	   protéines	   impliquées	   dans	   le	   repliement	   des	  
protéines,	  et	   l'ubiquitination	  K63	   (114).	   L'analyse	  des	  protéines	   interagissant	  avec	   les	  effecteurs	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TAL	  de	  Xci	  PthA2	  et	  PthA3	  a	  montré	  que	  ces	  effecteurs	  interagissent	  avec	  un	  complexe	  protéique	  
de	   la	   cellule	   végétale	   impliqué	   dans	   le	   contrôle	   transcriptionnel,	   la	   stabilisation	   de	   l'ARN	   et	   la	  
réparation	   de	   l'ADN.	   Les	   protéines	   qui	   interagissent	   avec	   PthA4	   sont	   des	   facteurs	   de	   liaison	   à	  
l'ADN	  et	  l'ARN	  impliqués	  dans	  le	  remodelage	  et	  la	  réparation	  de	  la	  chromatine,	  la	  régulation	  des	  
gènes	   et	   les	   processus	   de	   modification	   et	   stabilisation	   de	   l'ARNm.	   Ces	   protéines	   interagissent	  
entre	  elles,	  et	  forment	  probablement	  un	  complexe	  multiprotéique.	  Cette	  étude	  suggère	  le	  rôle	  de	  
la	  région	  répétée	  dans	  l'interaction	  avec	  les	  protéines	  de	  l'hôte	  (114).	  
1.4.5 Les	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	  
1.4.5.1 Des	  cibles	  directes	  ou	  indirectes	  
Contrairement	  aux	  gènes	  de	  résistance	  typiques	  de	  type	  NB-­‐LRR,	  les	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	  sont	  
des	   protéines	   ou	   gènes	   sans	   fonction	   apparente	   dans	   les	   processus	   de	   résistance	   (mise	   à	   part	  
l'interaction	   AvrBs4/Bs4,	   voir	   section	   1.4.7)	   (45).	   Certains	   effecteurs	   TAL	   sont	   des	   facteurs	   de	  
virulence	  essentiels	  pour	   l'infection,	  alors	  que	  pour	  d'autres,	  des	  contributions	  pour	   la	   fitness	   in	  
planta	  ont	  été	  décrites,	  ou	  encore	  leur	  rôle	  n'a	  pas	  encore	  été	  identifié	  du	  fait	  de	  sa	  subtilité	  ou	  de	  
redondances.	  	  
Les	  premières	  cibles	  identifiées	  furent	  celles	  de	  l'effecteur	  TAL	  AvrBs3	  sur	  poivron,	  appelées	  alors	  
UPA	   pour	   upregulated	   by	   AvrBs3.	   AvrBs3	   induit	   des	   symptômes	   d'hypertrophie	   des	   tissus	  
végétaux	  permettant	   aux	   bactéries	   d'être	   relarguées	   au	   lieu	   de	   l'infection	   puis	   disséminées,	   via	  
l'activation	   de	   gènes	   habituellement	   induits	   par	   l'auxine	   et	   l'expansine	   α	   (259).	   L'utilisation	  
d'inhibiteurs	  de	  synthèse	  protéique	  a	  permis	  de	  déterminer	  les	  cibles	  directes	  de	  AvrBs3.	  Plus	  de	  
20	  gènes	  UPA	  ont	  été	   identifiés	  chez	   le	  poivron	  sensible	  à	  X.	  euvesicatoria,	  cependant	   la	  plupart	  
semblent	  être	  des	   cibles	   indirectes	  puisque	   leur	   activation	  dépend	  de	   la	   synthèse	  de	  protéines.	  
Quatre	  gènes	  UPA	  ont	  été	  décrits	  comme	  cibles	  directes	  d'AvrBs3	  ce	  qui	   suggère	  que	  ces	  cibles	  
directes	  sont	  impliquées	  dans	  le	  déclenchement	  de	  cascades	  transcriptionnelles	  (259).	  	  
1.4.5.2 Nature	  des	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	  
Certaines	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	  ont	  déjà	  été	  évoquées	  dans	  la	  section	  décrivant	  les	  cibles	  des	  
effecteurs:	  facteurs	  de	  transcription	  et	  gènes	  impliqués	  dans	  le	  métabolisme	  cellulaire.	  Les	  effets	  
physiologiques	  identifiés	  à	  ce	  jour	  sont	  les	  suivants	  :	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-­‐	   Augmentation	   du	   relargage	   en	   surface	   identifié	   chez	   X.	  citri	   pv.	  malvacearum,	   l'effecteur	   TAL	  
AvrB6	  participant	  par	  ailleurs	  à	  l'augmentation	  des	  symptômes	  de	  type	  imbibition	  aqueuse	  (424).	  
-­‐	   Induction	  de	   la	  croissance	  (hyperplasie)	  et	   l'élargissement	  (hypertrophie)	  des	  cellules	  végétales	  
par	  PthA	  (=	  PthA4	  chez	  la	  souche	  Xci	  306)	  par	  ou	  AvrBs3	  par	  induction	  du	  gène	  UPA20	  (116,	  212,	  
366).	  
-­‐	  Induction	  de	  transporteurs	  de	  sucres	  de	  la	  famille	  des	  MtN3	  également	  connus	  sous	  le	  nom	  de	  
gènes	  SWEET	  (77,	  411).	  Cette	  famille	  de	  gènes	  de	  sensibilité	  (S)	  a	  été	  décrite	  pour	  la	  première	  fois	  
pour	  son	  rôle	  dans	  les	  nodules	  de	  Medicago	  troncatula	  (175).	  Os8N3	  (également	  appelé	  Xa13	  ou	  
OsSWEET11)	   est	   activé	   par	   l'effecteur	   TAL	   PthXo1	   (identifié	   dans	   la	   souche	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  
PXO99).	  Deux	  autres	  effecteurs	  TAL	  de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae,	  AvrXa7	  et	  PthXo3,	  sont	  capables	  de	  
restaurer	   la	   virulence	   du	   mutant	   pthXo1,	   ceci	   non	   pas	   en	   activant	   Os8N3	  mais	   un	   paralogue	  
Os11N3	  (également	  appelé	  OsSWEET14)	  (18)	  
-­‐	   Induction	   des	   facteurs	   de	   transcription	   par	   les	   deux	   effecteurs	   TAL	   de	   X.	  oryzae	   pv.	  oryzae	  
associés	   aux	   mécanismes	   de	   sensibilité,	   PthXo7	   et	   PthXo6	   ciblant	   respectivement	   	   la	   sous-­‐
unité	  γ	  du	   facteur	   de	   transcription	   TFIIA	   et	   TFX1,	   un	   facteur	   de	   transcription	   de	   la	   famille	   bZIP	  
(362)	  	  
Un	  certain	  nombre	  de	  plantes	  ont	  détourné	   les	   régions	  promotrices	  des	  gènes	  de	  sensibilité	   (S)	  
ciblés	  par	  les	  effecteurs	  TAL	  pour	  activer	  des	  gènes	  de	  défense	  appelés	  gènes	  R	  "exécuteurs"	  (45).	  
Ces	  gènes	  de	  résistance	  contiennent	  dans	   leur	   région	  promotrice	  une	  box	   (EBE)	  mimant	   les	  EBE	  
des	  gènes	  de	  sensibilité	  ciblés,	  détournant	  ainsi	  la	  fonction	  première	  des	  effecteurs	  TAL.	  Ces	  gènes	  
sont	  alors	  impliqués	  dans	  les	  phénomènes	  de	  type	  HR,	  et	  préviennent	  ainsi	  l'infection.	  C'est	  le	  cas	  
par	  exemple	  de	  Xa27	  qui	  code	  pour	  une	  protéine	  non	  caractérisée	  de	  l'apoplaste,	  et	  qui	  une	  fois	  
activé	  par	  AvrXa27	  (effecteur	  TAL	  chez	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae)	  induit	  la	  résistance	  (174).	  Le	  gène	  de	  
résistance	  Bs3	   code	   pour	   une	   protéine	   qui	   partage	   certaines	   similarités	   de	   séquence	   avec	   une	  
mono-­‐oxygénase	   flavine	   dépendante	   (325).	   Un	   autre	   type	   de	   résistance	   réside	   dans	   la	   "non-­‐
induction	  de	  gènes	  de	  sensibilité",	  comme	  l'allèle	  xa13	  qui	  présente	  un	  polymorphisme	  suffisant	  
dans	   la	   région	  promotrice	  du	  gène	  Os8N3	   (positions	   -­‐86	  à	   -­‐69),	   ce	  qui	   confère	   la	   résistance	  aux	  
souches	  dont	  la	  virulence	  dépend	  de	  l'effecteur	  TAL	  PthXo1,	  alors	  que	  les	  lignées	  possédant	  Xa13	  
sont	  sensibles	  (83).	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1.4.6 Evolution	  et	  diversité	  des	  effecteurs	  TAL	  
La	  présence	  d'effecteurs	  TAL	  chez	  les	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  n'est	  pas	  systématique	  (les	  
souches	   X.	   campestris	   pv.	  campestris	   8004	   et	   X.	  euvesicatoria	   85-­‐10	   ainsi	   que	   la	   totalité	   des	  
souches	  connues	  chez	  certains	  pathovars	  n'en	  possèdent	  pas	  par	  exemple),	  et	  leur	  nombre	  varie	  
de	   deux	   à	   28	   si	   on	   considère	   Xci,	   X.	  citri	   pv.	  malvacearum,	   X.	  oryzae	   pv.	  oryzae	   et	   X.	  oryzae	  
pv.	  oryzicola.	  Les	  raisons	  pour	  lesquels	  des	  souches	  comme	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  portent	  un	  grand	  
nombre	  d'effecteurs	  TAL	  ne	  sont	  pas	  élucidées	  à	  ce	  jour	  (Tableau	  1).	  
	  
Tableau	  1	  :	  Nombre	  d'effecteurs	  TAL	  chez	  différentes	  bactéries	  phytopathogènes	  
D'après	  (341)	  
	  
L'espèce	   Xanthomonas	   oryzae	   est	   remarquable	   par	   le	   nombre	   et	   la	   variabilité	   d'effecteurs	   TAL	  
coexistant	   par	   souche,	   ce	   qui	   pose	   la	   question	   de	   l'importance	   d'une	   telle	   diversité	   (333).	   Les	  
effecteurs	  TAL	  de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  ont	  des	  contributions	  variables	  au	  pouvoir	  pathogène,	  ceci	  
par	  le	  biais	  d'interactions	  avec	  différentes	  cibles	  végétales.	  L'analyse	  des	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	  
grâce	   au	   code	   récemment	  mis	   en	   évidence	   permet	   de	  mieux	   comprendre	   cette	   diversité	   et	   les	  
processus	  évolutifs	  en	  jeu.	  
Parmi	   les	   effecteurs	   TAL	   ayant	   une	   incidence	   visible	   dans	   l'interaction,	   certains	   jouent	   un	   rôle	  
primordial	  dans	   les	  réactions	  de	  résistance	   (avirulence)	  ou	  de	  sensibilité	  à	   l'infection	   :	  virulence,	  





















avrXa7,	   pthXo1,	   pthXo2	  et	  pthXo3	   sont	   nécessaires	   pour	   la	   virulence	   de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  et	  
confèrent	  aux	  souches	  qui	  les	  contiennent	  la	  capacité	  de	  croissance	  sur	  leur	  hôte	  (422).	  D'autres	  
n'ont	  probablement	  pas	  de	  fonction	  ou	  des	  rôles	  mineurs	  dans	  l'interaction.	  
Des	   effets	   additifs	   sur	   la	   symptomatologie	   ont	   pu	   être	   démontrés	   comme	   par	   exemple	   les	  
effecteurs	  TAL	  hax2,	  hax3,	  et	  hax4	  chez	  X.	  campestris	  pv.	  armoraciae	  sur	  radis	  (210)	  
L'analyse	   des	   effecteurs	   TAL	   de	   X.	  oryzae	   pv.	  oryzae	   apporte	   de	   précieuses	   informations	   sur	  
l'évolution	  des	  effecteurs	  TAL	  majeurs,	  et	  suggère	  des	  phénomènes	  de	  convergence	  des	  effecteurs	  
TAL	  vers	  une	  même	  cible.	  
Le	   gène	   de	   sensibilité	   Os8N3	   (également	   appelé	   Xa13	   ou	   OsSWEET11)	   est	   ciblé	   par	   PthXo1	  
(souche	  PXO99).	  La	  souche	  délétée	  de	  PthXo1	  perd	  son	  pouvoir	  pathogène	  et	  induit	  une	  réaction	  
incompatible	  (421).	  Les	  effecteurs	  TAL	  AvrXa7,	  PtoXo2	  et	  PthXo3	  identifiés	  dans	  d'autres	  souches	  
de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  sont	  capables	  de	  restaurer	  le	  pouvoir	  pathogène	  de	  la	  souche	  délétée	  de	  
PthXo1	  (431).	  L'analyse	  des	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	   identifiés	  chez	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	   indique	  
que	  :	  	  
-­‐	  Os8N3	  est	  le	  synonyme	  de	  Xa13,	  gène	  de	  résistance	  du	  riz.	  C'est	  le	  polymorphisme	  allélique	  de	  la	  
région	  promotrice	  xa13	  et	  Xa13	  qui	  détermine	  l'issue	  de	  l'interaction	  (compatible	  ou	  non),	  et	  non	  
un	  polymorphisme	  de	  la	  séquence	  protéique	  du	  locus	  xa13.	  
-­‐	  AvrXa7	  et	  PthXo3	  qui	  complémentent	   la	   souche	  délétée	  de	  pthXo1	  ne	  ciblent	  pas	  Os8N3	  mais	  
induisent	  un	  paralogue	  de	  la	  famille	  des	  SWEET	  :	  Os11N3.	  	  
-­‐	  TalC	  de	  la	  souche	  africaine	  BAI3	  cible	  également	  le	  gène	  Os11N3	  bien	  que	  la	  boxe	  ciblée	  par	  TalC	  
est	  différente	  de	  celle	  ciblée	  par	  AvrXa7.	  
-­‐	  AvrXa7	  et	  TalC	  ciblent	  dans	  la	  région	  promotrice	  de	  Os11N3	  des	  EBE	  distincts	  (431).	  
Ces	  observations	  montrent	  à	  la	  fois	  la	  convergence	  des	  effecteurs	  TAL	  pour	  une	  même	  famille	  de	  
gènes,	   indiquant	   l'importance	   de	   l'induction	   des	   transporteurs	   de	   sucres	   à	   partir	   des	   cellules	  
végétales	   vers	   le	   xylème	   (77)	   pour	   assurer	   la	   virulence	   de	   ces	   souches	   de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae,	  
mais	  aussi	   la	  convergence	  des	  effecteurs	  TAL	  pour	  cibler	  une	  même	  séquence	  promotrice.	  Cette	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dernière	  observation	  indique	  qu'il	  est	  difficile	  de	  prévoir	  en	  analysant	  uniquement	  les	  EBE	  prédites	  
si	  deux	  effecteurs	  TAL	  ont	  les	  même	  cibles.	  
En	  d'autres	  termes,	  les	  phénomènes	  de	  coévolution	  ont	  donc	  abouti	  à	  différents	  processus	  dans	  le	  
ciblage	  des	  EBE	  par	  les	  effecteurs	  TAL.	  
-­‐	  une	  même	  cible	  peut	  être	  activée	  par	  deux	  effecteurs	  TAL	  ciblant	  des	  EBE	  chevauchants	  :	  cas	  de	  
AvrBs3	   et	  AvrHah1	   respectivement	   chez	  X.	  euvesicatoria	   et	  X.	  gardneri	  qui	   induisent	   le	   gène	  de	  
résistance	  Bs3	  sur	  poivron	  62	  69.	  
-­‐	   Une	  même	   cible	   peut	   être	   induite	   par	   des	   effecteurs	   TAL	   ciblant	   différentes	   EBE	   de	   la	   région	  
promotrice	   de	   leur	   cible,	   comme	   par	   exemple	   les	   effecteurs	   TAL	   AvrXa7	   et	   TalC	   chez	  X.	  oryzae	  
pv.	  oryzae	  qui	  induisent	  la	  transcription	  de	  Os11N3	  (=	  OsSWEET14).	  
-­‐	   Les	   effecteurs	   TAL	   peuvent	   cibler	   différents	   gènes	   d'une	  même	   famille,	   comme	   par	   exemple	  
AvrXa7	  et	  PthXo1	  qui	  ciblent	  deux	  gènes	  de	  la	  famille	  des	  SWEET	  (=	  famille	  des	  nodulines	  MtN3)	  
OsSWEET14	  et	  OsSWEET11	  (396).	  
Les	  pressions	  de	  sélection	  agissant	  sur	  les	  effecteurs	  TAL	  dans	  le	  but	  de	  déjouer	  la	  reconnaissance	  
par	  les	  gènes	  de	  résistance	  tout	  en	  gardant	  la	  capacité	  de	  cibler	   les	  gènes	  de	  sensibilité	  peuvent	  
expliquer	   l'expansion	   des	   familles	   des	   effecteurs	   TAL	   dans	   les	   populations.	   La	   structure	   en	  
répétitions	   de	   la	   région	   centrale	   des	   effecteurs	   TAL	   et	   le	   fait	   que	   les	   régions	   5'	   et	   3'	   soient	  
conservées	  favorisent	   les	  phénomènes	  de	  recombinaison	   intra	  et	   intergéniques,	  aboutissant	  à	   la	  
création	  de	  nouveaux	  effecteurs	  TAL.	  	  
Le	   transfert	   in	   planta	  du	  plasmide	   pXcB	  porteur	   du	   gène	   TAL	  pthB	   vers	   une	   souche	   de	  Xci	  non	  
pathogène	  (ptha::Tn5)	  indique	  que	  pthB	  confère	  un	  avantage	  sélectif	  fort	  à	  la	  souche	  réceptrice.	  
La	  présence	  de	  pthB	  sur	  le	  plasmide	  pXcB	  assure	  la	  survie	  du	  plasmide	  dans	  la	  souche	  réceptrice	  à	  
la	   suite	   du	   phénomène	   de	   transfert	   horizontal,	   et	   pourrait	   expliquer	   pourquoi	   des	   souches	  
phylogénétiquement	  distantes	  sont	  capables	  d'induire	  des	  symptômes	  similaires	  sur	   les	  agrumes	  
(121).	  
L'importance	  et	   la	   variabilité	   du	   contenu	  en	   effecteurs	   TAL	   à	   l'échelle	   d'un	   taxon	   (pathovar	  par	  
exemple)	  est	  en	  général	  peu	  caractérisée	  comme	  par	  exemple	  pour	  X.	  citri	  pv.	  glycines	  qui	  induit	  la	  
formation	  de	  pustules	  sur	  soja	  (219).	  Peu	  d'études	  ont	  été	  réalisées	  sur	  la	  diversité	  des	  effecteurs	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TAL	  dans	  une	  population	  donnée.	  Une	  analyse	  descriptive	  de	  308	  souches	  de	  X.	  oryzae	  pv.	  oryzae	  
a	  montré	  que	   chacune	  des	   souches	   contient	   de	   10	   à	   14	   TAL	   (2).	   Ces	   variations	   peuvent	   être	   le	  
reflet	   de	   différents	   contenus	   en	   gènes	   S	   ou	   R	   des	   populations	   hôtes	   selon	   les	   origines	  
géographiques.	  	  
L'hypothèse	  avancée	  pour	  expliquer	   la	  diversité	  et	   la	  multiplicité	  des	   effecteurs	  TAL	  est	  que	   les	  
différentes	   copies	  d'effecteurs	  TAL	  en	  présence	   servent	  de	   réservoir	  de	  gènes,	   facilitant	   ainsi	   la	  
création	  de	  nouveaux	  allèles	  de	  virulence	  afin	  d'échapper	  aux	  systèmes	  de	  reconnaissance	  de	   la	  
plante	  ou	  alors	  permettent	  de	  cibler	  de	  nouveaux	  gènes	  de	  sensibilité	  (420,	  422).	  
L'utilisation	   du	   code	   de	   prédiction	   des	   EBE	   permet	   de	  mieux	   identifier	   les	   gènes	   ciblés	   par	   les	  
effecteurs	  TAL	  et	   in	  fine,	  avec	   la	  caractérisation	  d'un	  plus	  grand	  nombre	  d'effecteurs	  TAL,	   il	  sera	  
intéressant	  de	  comprendre	   les	   types	  de	  cibles,	  et	  notamment	  si	   ces	  cibles	  sont	   impliquées	  dans	  
des	  spécificités	  de	  pathovar,	  de	  tissu,	  ou	  encore	  de	  type	  de	  symptômes.	  
1.4.7 Le	  cas	  particulier	  de	  AvrBs4	  
L'effecteur	  TAL	  AvrBs4	  interagit	  différemment	  avec	  la	  cellule	  hôte	  puisque	  c'est	  lors	  de	  son	  transit	  
à	   travers	   le	   cytoplasme	   qu'il	   est	   reconnu	   par	   la	   protéine	   de	   résistance	   Bs4	   (une	   NB-­‐LRR,	   voir	  
section	  1.2.1.2)	  la	  protéine	  délétée	  de	  sa	  partie	  NLS	  gardant	  ses	  propriétés	  d'avirulence	  (28,	  47).	  Il	  
s'agit	   du	   seul	   exemple	   de	   reconnaissance	   d'un	   effecteur	   TAL	   par	   une	   protéine	   de	   type	   NB-­‐LRR	  
(342).	  
1.4.8 Applications	  en	  bioingénierie	  
La	   spécificité	   d'interaction	   des	   effecteurs	   TAL	   permet	   de	   nombreuses	   applications	   en	  
biotechnologies	   comme	   le	   ciblage	   spécifique	   de	   nucléases	   utilisées	   dans	   les	   travaux	   de	  
modification	   de	   génomes	   (genome-­‐editing),	   mais	   aussi	   pour	   leur	   rôle	   d'activateurs	   de	  
transcription.	   Ces	   applications	   sont	   très	   probablement	   en	   passe	   de	   remplacer	   les	   nucléases	   de	  
type	  "zinc	  finger"	  du	  fait	  d'une	  meilleure	  spécificité	  d'interaction	  avec	  la	  séquence	  cible.	  	  
Les	   effecteurs	   TAL	   peuvent	   être	   conçus	   de	   manière	   à	   cibler	   spécifiquement	   n'importe	   quelle	  
séquence	  d'ADN	  (46).	  Ils	  peuvent	  par	  exemple	  être	  incorporés	  dans	  des	  protéines	  chimères	  avec	  
des	   nucléases	   pour	   cibler	   certains	   sites	   dans	   un	   génome	   et	   produire	   des	   variations	   génétiques	  
(415).	   Ces	   modifications	   ont	   été	   réalisées	   dans	   des	   génomes	   de	   mammifères,	   de	   vers,	   et	   de	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plantes.	   Récemment,	   les	   effecteurs	   TAL	   nucléases	   ont	   été	   utilisées	   pour	   générer	   des	   délétions	  
dans	  un	  gène	  de	  sensibilité	  de	  riz	  et	  conférer	  ainsi	  la	  résistance	  à	  la	  bactériose	  du	  riz	  (247).	  	  
L'étude	   de	   la	   spécificité	   d'interaction	   a	   mis	   en	   évidence	   un	   ensemble	   de	   règles	   permettant	   le	  
design	  d'effecteurs	  TAL	  efficaces	   :(1)	   Incorporation	  d'au	  moins	  3	  ou	  4	  RVD	  forts	   (HD	  ou	  NN),	   (2)	  
Positionner	   les	  RVD	  forts	  pour	  éviter	  des	  motifs	   riches	  en	  RVD	  faibles,	  particulièrement	  dans	   les	  
régions	  terminales	  de	  l'effecteur	  TAL,	  (3)	  utilisation	  du	  RVD	  NH	  pour	  la	  spécificité	  à	  la	  guanine	  ou	  
NK	  si	   l'effecteur	  TAL	  comporte	  déjà	  un	  nombre	  suffisamment	  de	  RVD	   forts,	   (4)	  Utiliser	  NN	  pour	  
cibler	  la	  guanine	  seulement	  dans	  le	  cas	  où	  l'effecteur	  TAL	  contient	  peu	  de	  RVD	  forts	  (360).	  	  
Les	   différentes	   règles	   énumérées	   ci-­‐dessus	   sont	   valables	   pour	   l'utilisation	   d'effecteurs	   TAL	  
artificiels	  et	  peuvent	  par	  ailleurs	  être	  des	  clés	  pour	  mieux	  comprendre	  les	  spécificités	  de	  cible	  et	  
d'interaction	   des	   effecteurs	   TAL	   naturels,	   notamment	   pour	   interpréter	   la	   tolérance	   de	   certains	  
mésappariements	  (mismatch)	  entre	  une	  séquence	  cible	  prédite	  par	   le	  code	  (EBE)	  et	   la	  séquence	  
effectivement	  présente	  dans	  la	  région	  promotrice	  d'un	  gène	  cible.	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2 Place	   de	   la	   génomique	   comparative	   pour	   l'étude	   de	   l'implication	  
des	  effecteurs	  dans	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  
Le	  domaine	  de	  la	  phytopathologie	  est	  successivement	  passé	  par	  trois	  phases	  aboutissant	  à	  l'ère	  
actuelle	  de	  la	  génomique.	  Les	  premiers	  essais	  visant	  à	  mettre	  en	  évidence	  les	  facteurs	  de	  virulence	  
ont	   longtemps	  été	  dépendant	  des	  progrès	  des	   techniques	  utilisées	  en	  biochimie	  pour	   isoler	  des	  
molécules	  purifiées	  et	  tester	  leur	  effet	  sur	  plante	  (jusqu'aux	  années	  80).	  Les	  études	  se	  sont	  ensuite	  
focalisées	   sur	   l'identification	   d'un	   nombre	   restreint	   de	   gènes	   ("screen	   for	   a	   gene"),	   avec	   la	  
recherche	   d'effets	   phénotypiques	   forts	   par	   des	   mutations	   par	   insertion	   de	   transposon	   ou	   par	  
l'expression	  hétérologue	  des	   gènes	   étudiés.	  Depuis	   les	   années	   2000,	   le	   séquençage	   complet	   de	  
génomes	  vise	  à	  déterminer	  les	  motifs	  déterminants	  («	  patterns	  that	  matter	  »)	  pour	  répondre	  aux	  
différentes	  problématiques	  de	  la	  phytopathologie,	  et	  notamment	  l'identification	  des	  facteurs	  qui	  
expliquent	   la	   virulence	   d'une	   bactérie,	   sa	   spécificité	   d'hôte	   et	   les	   spécificités	   tissulaires	   qui	  
caractérisent	  un	  pathosystème	  donné	  (340).	  	  
Dans	  le	  cas	  de	  la	  recherche	  des	  déterminants	  de	  la	  spécificité	  d'hôte,	  l'objectif	  des	  comparaisons	  à	  
l'échelle	   génomique	   est	   d'identifier	   les	   répertoires	   génétiques	   ou	   polymorphismes	   associés	   à	  
l'adaptation	   à	   une	   niche	   spécifique,	   répertoires	   ou	   polymorphismes	  modelés	   par	   les	   différents	  
mécanismes	  évolutifs	  détaillés	  ci-­‐après	  (29,	  292).	  	  
Les	   nouvelles	   techniques	   de	   séquençage	   haut	   débit	   de	   type	   Illumina	   permettent	   l'accès	   à	   une	  
grande	  quantité	  d'information	  à	  moindre	  coût	  et	   sont	  une	  alternative	   intéressante	  au	   travail	  de	  
laboratoire	   par	   une	   approche	   de	   gènes	   au	   cas	   par	   cas.	   Toutefois,	   le	   travail	   d'assemblage	   et	   de	  
vérification	  de	  la	  qualité	  des	  séquences	  en	  amont	  de	  l'analyse	  des	  génomes	  proprement	  dite	  est	  
indispensable	   et	   nécessite	   un	   temps	   considérable.	   D'autre	   part,	   il	   est	   important	   de	   garder	   en	  
mémoire	  que	  ce	  type	  de	  séquençage	  laisse	  une	  portion	  du	  génome	  non	  couverte	  et	  ne	  permet	  pas	  
des	   assemblages	   complets	   du	   fait	   de	   lectures	   courtes	   incompatibles	   avec	   la	   présence	   de	  
séquences	   répétées.	   Ainsi,	   cette	   qualité	   de	   séquençage	   rend	   difficile	   le	   travail	   sur	   des	   gènes	  
répétés	   ou	   contenant	   des	   répétitions,	   sur	   les	   zones	   riches	   en	   séquence	   insertionnelles	   ou	  
l'identification	  des	  phénomènes	  de	  pseudogénisation	  dus	  aux	  insertions	  d'IS	  (voir	  ci	  dessous).	  
51
Synthèse bibliographique
2.1 Les	  mécanismes	  de	  l'évolution	  
Les	   polymorphismes	   génétiques	   sous-­‐jacents	   aux	   phénomènes	   de	   spécificité	   d'hôtes	   vont	   du	  
simple	  au	  plus	  complexe,	   l'interaction	  compatible	  entre	  un	  pathogène	  et	  son	  hôte	  pouvant	  être	  
déterminée	   par	   un	   continuum	   de	  modifications	   génétiques	   allant	   du	   polymorphisme	   localisé	   à	  
l'échelle	  d'un	  résidu	  à	  la	  présence	  ou	  l'absence	  d'îlots	  génomiques	  (224)	  (Figure	  9).	  Dans	  le	  cadre	  
de	  l'adaptation	  à	  l'hôte,	  les	  processus	  favorisés	  par	  la	  sélection	  naturelle	  sont	  ceux	  qui	  permettent	  
d'échapper	   au	   système	  de	   surveillance	   de	   la	   plante	   et	   d'améliorer	   l'agressivité	   et	   la	   fitness	   des	  
individus.	  
	  
Figure	  9:	  Modifications	  génétiques	  pouvant	  aboutir	  à	  la	  spécialisation	  d'hôte	  
D'après	  (224)	  
	  
Les	  mutations	  sont	   la	  forme	  la	  plus	  simple	  de	  modification	  génétique.	  Le	  taux	  de	  mutation	  varie	  
entre	  les	  espèces	  notamment	  en	  fonction	  des	  processus	  de	  réplication	  et	  de	  réparation	  de	  l'ADN.	  
Dans	   le	  cas	  de	  mutations	  non-­‐synonymes,	  elles	  aboutissent	  à	   la	  substitution	  d'acides	  aminés,	  ce	  
qui	   peut	   avoir	   un	   impact	   direct	   sur	   la	   structure	   des	   protéines,	   et	   les	   fonctions	   associées	   à	   une	  
conformation	  particulière	  -­‐	  interaction	  avec	  un	  substrat	  dans	  le	  cas	  d'enzymes,	  affinité	  de	  liaison	  
dans	  le	  cas	  d'interactions	  protéines-­‐protéines	  (322).	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La	  recombinaison	  est	  un	  processus	  au	  cours	  duquel	  un	  fragment	  d'ADN	  (ou	  ARN)	  est	  échangé	  avec	  
un	   fragment	   ayant	   des	   similarités	   de	   séquence,	   ce	   qui	   conduit	   à	   des	   modifications,	   et	   à	   la	  
formation	  de	  nouveaux	  gènes	  (267).	  	  
Enfin,	  un	  troisième	  processus	  intervient	  dans	  les	  variations	  génétiques	  :	  les	  transferts	  horizontaux	  
de	   gènes	   qui	   correspondent	   à	   l'acquisition	   et	   l'incorporation	   dans	   le	   génome	   microbien	   de	  
fragments	   génétiques	   ou	   d'unités	   transcriptionnelles	   intactes.	   Ces	   larges	   fragments	   acquis	  
horizontalement	   sont	   appelés	   îlots	   génomiques,	   ou	   îlots	   de	   pathogénicité	   et	   sont	   souvent	  
caractérisés	   par	   un	   contenu	   en	   GC	   différent	   du	   reste	   du	   génome,	   par	   la	   présence	   d'éléments	  
mobiles	  et	  de	  sites	  d'insertions	  proches	  d'un	  ARN	  de	  transfert	  (184).	  La	  capacité	  de	  recombinaison	  
entre	   les	   ADN	   d'une	   souche	   donneuse	   et	   d'une	   souche	   réceptrice	   dépend	   de	   leur	   niveau	   de	  
similarité	  nucléotidique,	  bien	  que	  ce	  niveau	  puisse	  être	  bas	  (51,	  200).	  
Les	   transferts	   de	   gènes	   horizontaux	   sont	   le	   mécanisme	   majeur	   de	   plasticité	   des	   génomes	  
bactériens	  amenant	  à	  leur	  diversification	  et	  leur	  spécialisation	  (86,	  293).	  Par	  exemple,	  les	  facteurs	  
de	   virulence	   qui	   distinguent	   Salmonella	   et	   Escherichia	   coli	   ont	   majoritairement	   été	   acquis	   par	  
transferts	  horizontaux	  (153,	  173).	  	  
Différentes	   espèces	   bactériennes	   vont	   évoluer	   par	   ces	   mécanismes	   selon	   des	   proportions	  
variables:	   A	   titre	   d'exemple,	   Helicobacter	   pylori	   connait	   un	   taux	   fréquent	   de	   recombinaison	  
identique,	  alors	  que	  l'évolution	  de	  Yersina	  pestis	  est	  principalement	  caractérisée	  par	  les	  mutations	  
(276,	  277).	  
2.2 Polymorphisme	  des	  T3E	  et	  spécialisation	  d'hôte	  	  
Les	  différents	  mécanismes	  exposés	  ci-­‐dessus	  peuvent	  avoir	  des	  impacts	  cruciaux	  sur	  la	  spécificité	  
d'hôte,	  notamment	  en	  agissant	  sur	  l'effectome,	  comme	  le	  montrent	  les	  exemples	  suivants.	  
-­‐	  Un	  changement	  à	  l'échelle	  du	  résidu	  ou	  de	  quelques	  résidus	  peut	  avoir	  un	  impact	  direct	  sur	  la	  
gamme	   d'hôtes.	   L'insertion	   de	   5	   bp	   dans	   le	   gène	   codant	   pour	   la	   protéine	   AvrBs2	   de	  
X.	  euvesicatoria	  permet	  d'échapper	  à	   la	   reconnaissance	  par	   le	   gène	  de	   résistance	  Bs2	  porté	  par	  
certains	  cultivars	  de	  piment	  (Capsicum	  annuum)	  (371).	  
-­‐	   Modification	   à	   l'échelle	   intragène.	   Des	   portions	   d'effecteurs	   de	   type	   3	   ont	   montré	   des	  
spécificités	  d'hôte.	  Ceci	  est	   illustré	  par	   la	  délétion	  de	  quatre	  répétitions	  entre	   les	  effecteurs	  TAL	  
53
Synthèse bibliographique
avrBs3	  et	  avrBs3∆16,	  ce	  dernier	  ne	  déclenchant	  plus	  de	   réaction	  d'hypersensibilité	  sur	  son	  hôte	  
contenant	  le	  gène	  de	  résistance	  Bs3	  (211,	  326).	  
-­‐	  Modulation	  des	  répertoires	  de	  gène.	  La	  diversification	  des	  gènes	  et	  de	  leurs	  fonctions	  implique	  
des	   modifications	   de	   type	   échange	   de	   domaines	   (shuffling),	   altération	   de	   la	   régulation,	   ou	  
duplications	   de	   gènes	   suivies	   de	   néo-­‐fonctionalisation	   (40).	   Les	   phénomènes	   de	   perte,	   gain	   et	  
modification	   de	   gènes	   sont	   les	   mécanismes	   évolutifs	   majeurs	   de	   la	   dynamique	   des	   génomes	  
bactériens	   (272,	   297).	   Ralstonia	   solanacearum	   est	   un	   pathogène	   des	   Solanaceae	   avirulent	   sur	  
plants	  de	  tabac.	  Seule	  la	  mutation	  simultanée	  par	  insertion	  des	  deux	  effecteurs	  de	  type	  3	  avrA	  et	  
popP1	  est	  capable	  d'infecter	  et	  de	  causer	  le	  flétrissement	  du	  tabac	  (311).	  
Gain	  ou	  perte	  d'éléments	  génétiques	  mobiles	   (MGE)	  Un	  pathogène	  soumis	  à	  des	  conditions	  de	  
stress	   accélère	   (active)	   le	   processus	   d'assimilation	   d'ADN,	   permettant	   ainsi	   au	   pathogène	  
d'acquérir	  du	  matériel	  génétique	  pouvant	  échapper	  potentiellement	  à	  ces	  conditions	  de	  stress.	  De	  
même,	   la	   perte	   d'éléments	   porteurs	   de	   gènes	   d'avirulence	   permet	   d'accroitre	   la	   virulence.	   La	  
perte	   d'un	   ilot	   génomique	   associé	   à	   la	   présence	   de	   l'effecteur	   HopAR1	   a	   rendu	   les	   souches	   de	  
P.	  syringae	   pv.	  phaseolicola	   virulentes	   sur	   certains	   cultivars	   d'haricots	   préalablement	   résistants	  
(306).	   Les	   îlots	   génomiques	   sont	   parfois	   composés	   de	   clusters	   de	   gènes	   qui	   fonctionnent	   en	  
régulons	  et	  sont	  associés	  à	  la	  virulence,	  comme	  par	  exemple	  les	  systèmes	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  	  
et	  de	  type	  IV	  (70,	  197).	  	  
Le	   cas	   particulier	   des	   plasmides	   :	   Les	   bactéries	   phytopathogènes	   portent	   fréquemment	   des	  
plasmides	   qui	   portent	   des	   déterminants	   de	   la	   virulence	   et	   de	   la	   fitness,	   participant	   ainsi	   à	  
l'adaptation	   à	   certaines	   niches	   écologiques.	   La	   plupart	   de	   ces	   déterminants	   semblent	   avoir	   été	  
acquis	   par	   transferts	   horizontaux,	   ce	   qui	   illustre	   une	   fonction	   importante	   des	   plasmides	   pour	  
l'acquisition	   de	   séquences	   favorisant	   une	   évolution	   rapide	   des	   bactéries	   phytopathogènes.	  
L'intégration	   potentielle	   de	   ces	   séquences	   au	   chromosome	   de	   l'hôte	   permet	   de	   stabiliser	   ces	  
nouveaux	  déterminants	  dans	   le	   génome	  bactérien.	  De	  nombreux	  des	  plasmides	  décrits	   chez	   les	  
bactéries	   phytopathogènes	   sont	   conjugatifs	   et	   possèdent	   un	   cluster	   de	   gènes	   codants	   pour	   le	  
système	  de	  sécrétion	  de	  type	  IV,	  comme	  par	  exemple	   le	  plasmide	  pXcB	  de	  X.	  citri	  pv.	  aurantifolii	  
auto-­‐transférable	  in	  planta	  (121,	  365).	  (voir	  section	  1.4.6).	  
-­‐	  Pseudogenisation	  :	  Il	  s'agit	  du	  processus	  aboutissant	  à	  des	  modifications	  suffisantes	  pour	  que	  la	  
protéine	   perde	   sa	   fonction	   ou	   que	   la	   protéine	   ne	   soit	   plus	   produite	   (200).	   Les	   modifications	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amenant	  à	  la	  pseudogénisation	  peuvent	  être	  de	  l'ordre	  de	  la	  mutation	  ponctuelle	  ou	  de	  quelques	  
résidus	  aboutissant	  à	   l'apparition	  d'un	  codon	  stop	  prématuré.	  Une	  autre	  facteur	   important	  dans	  
l'évolution	  est	   l'augmentation	  du	  nombre	  de	   copies	  d'éléments	   insertionnels	   (les	   IS	   qui	   sont	  de	  
courtes	  portions	  d'ADN	  consistant	  principalement	  en	  une	  transposase)	  qui	  aboutit	  à	  des	  délétions,	  
des	   inversions	  à	  partir	  de	  phénomènes	  de	   recombinaison	  entre	  des	  éléments	   IS	  adjacents,	  mais	  
également	  des	  phénomènes	  de	  modification	  d'expression.	  
L'impact	   des	  modifications	   post-­‐traductionnelles	   comme	   les	  méthylations	   reste	   peu	   caractérisé.	  
On	  peut	  envisager	  que	   l'analyse	  du	  génome	  permet	  de	  détecter	   les	   structures	  de	   type	  enzymes	  
potentiellement	  impliquées	  dans	  ces	  modifications.	  	  
2.3 Sélection	  et	  adaptation	  
Comme	   nous	   l'avons	   vu,	   la	   spécialisation	   d'hôte	   peut	   s'expliquer	   par	   différents	   types	   de	  
polymorphisme	   des	   T3E	   et	   donc	   différentes	   signatures	   à	   l'échelle	   nucléotidique.	   L'analyse	   des	  
séquences	  ne	  permettant	  pas	  de	  déterminer	  si	  ces	  modifications	  génomiques	  ont	  un	  effet	  sur	   la	  
fitness	  ou	   l'adaptation	  à	  un	  hôte,	   les	  exemples	  exposés	  ci-­‐dessus	  ont	  pour	   la	  plupart	   fait	   l'objet	  
d'analyses	   fonctionnelles	  qui	  ont	  permis	  de	  déterminer	  si	   ces	  modifications	  de	  séquence	  ont	  un	  
impact	  sur	  le	  pouvoir	  pathogène	  d'une	  bactérie.	  	  
La	   génomique	   comparative	   permet	   d'identifier	   des	   variations	   dues	   aux	   mutations,	   aux	  
recombinaisons,	   aux	   insertions	   et	   délétions	   (concernant	   des	   gènes	   particuliers	   ou	   des	   ilots	  
génomiques	   entiers).	   Une	   modification	   de	   la	   séquence	   d'ADN	   ou	   protéique	   fixée	   n'est	   pas	  
forcément	   liée	   à	   un	   avantage	   sélectif	   permettant	   l'adaptation.	   Tant	   qu'une	  mutation	   n'est	   pas	  
délétère,	  elle	  peut	  être	  transmise	  à	  la	  descendance	  puis	  fixée	  dans	  une	  population	  soit	  par	  dérive,	  
soit	   par	   autostop	   (fixation	   d'un	   allèle	   dépourvu	   de	   caractéristiques	   adaptatives	   mais	  
physiquement	  lié	  à	  un	  gène	  ou	  une	  portion	  de	  génome	  voisin	  conférant	  à	  la	  bactérie	  un	  avantage	  
évolutif).	  
La	  sélection	  par	   l'hôte	  est	  un	  mécanisme	  évolutif	  majeur	  dans	   les	   interactions	  hôtes-­‐parasites.	   Il	  
est	   communément	   admis	   que	   cette	   sélection	   agit	   sur	   l'ensemble	   des	   gènes	   codants	   pour	   des	  
effecteurs.	   Les	   T3E	   sont	   la	   cible	   de	  mécanismes	   évolutifs	   parfois	   contradictoires	   du	   fait	   de	   leur	  
effet	  positif	  ou	  négatif	  sur	  la	  fitness	  de	  la	  bactérie	  en	  fonction	  du	  génotype	  de	  la	  plante	  infectée	  :	  
ils	   doivent	   maintenir	   leur	   fonction	   dans	   le	   pouvoir	   pathogène	   tout	   en	   échappant	   à	   la	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reconnaissance	   de	   la	   plante	   (415).	   Il	   est	   probable	   qu'au	   sein	   de	   l'effectome	   d'une	   bactérie,	  
certains	   gènes	   et	   certains	   domaines	   à	   l'intérieur	   d'une	  même	   protéine	   sont	   soumis	   à	   sélection	  
positive	  (diversifiante)	  tandis	  que	  d'autres	  sous	  soumis	  à	  sélection	  négative	  (conservatrice).	  	  
L'étude	   des	   différents	   types	   de	   polymorphismes	   à	   l'échelle	   du	   génome	   associés	   à	   des	   tests	  
statistiques	  peut	  faciliter	  la	  mise	  en	  évidence	  de	  sets	  de	  gènes	  impliqués	  dans	  l'interaction-­‐plante	  
pathogène	  à	  conditions	  d'être	  capable	  de	  distinguer	  les	  effets	  de	  la	  sélection	  naturelle	  de	  ceux	  des	  
évènements	   démographiques	   (expansions,	   goulot	   d'étranglement)	   qui	   déterminent	   l'aspect	   du	  
polymorphisme	  observé.	  	  
Dans	   le	   cas	   de	   pathogènes	   pour	   lesquels	   les	   données	   de	   phylogénie	   coïncident	   avec	   une	  
structuration	   selon	   la	   gamme	   d'hôtes,	   le	   polymorphisme	   global	   suit	   le	   même	   schéma	   que	   le	  
polymorphisme	   permettant	   d'expliquer	   certains	   phénotypes,	   et	   la	   distinction	   n'est	   parfois	   pas	  
possible	  puisque	  ces	  deux	  aspects	  sont	  liés.	  
2.4 L'analyse	  de	  la	  sélection	  	  
Les	  dernières	  années	  ont	  vu	  le	  développement	  d'un	  certain	  nombre	  d'outils	  d'analyse	  tentant	  de	  
distinguer	  les	  différents	  processus	  évolutifs.	  Les	  zones	  du	  génome	  contraintes	  fonctionnellement	  
par	   sélection	  purificatrice	   sont	   caractérisées	  par	   un	  nombre	  plus	   faible	   de	   substitutions	  que	   les	  
zones	   sous	   sélection	   positive.	   Du	   fait	   de	   la	   redondance	   du	   code	   génétique,	   les	   changements	  
nucléotides	  sont	  classés	  en	  fonction	  de	  leur	  effet	  sur	  la	  séquence	  protéique.	  L'utilisation	  du	  ratio	  
dN/dS	   (nombre	   de	   mutations	   non	   synonymes	   comparé	   au	   nombre	   de	   mutations	   synonymes)	  
permet	  de	  caractériser	   le	   type	  de	  sélection	  qui	  s'exerce	  sur	  une	  région	  du	  génome.	  La	  sélection	  
positive	   (diversifiante)	   est	   associée	   à	   un	   taux	   plus	   élevé	   de	   mutations	   non	   synonymes	   que	   de	  
mutations	  synonymes,	  soit	  un	  rapport	  dN/dS>1.	  Les	  gènes	  ayant	  des	  contraintes	  fonctionnelles	  et	  
sous	  sélection	  négative	  (purificatrice)	  sont	  pour	  leur	  part	  caractérisés	  par	  un	  ratio	  dN/dS<1	  (283)	  
De	   fait,	   différentes	   signatures	   sont	   associées	   aux	   différents	   scénarios.	   Le	   niveau	   de	  
polymorphisme	   d'une	   région	   génomique	   peut	   être	   représenté	   par	   différentes	   mesures	   :	   la	  
fréquence	  de	  polymorphisme	  par	  site	  (theta)	  calculée	  partir	  du	  nombre	  de	  sites	  polymorphes,	  ou	  
alors	  la	  différence	  de	  nucléotides	  2	  à	  2	  (pairwise)	  π.	  (381).	  Dans	  le	  cas	  de	  la	  course	  aux	  armements	  
(augmentation	  rapide	  de	   la	  fréquence	  d'un	  allèle	  avantageux),	   le	  taux	  de	  substitution	  des	  acides	  
aminés	   augmente,	   et	   l'allèle	   avantageux	   est	   sélectionné	   par	   balayage	   sélectif,	   ce	   qui	   réduit	   le	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polymorphisme	   global	   (et	   se	   traduit	   par	   d'avantage	   de	   mutations	   non-­‐synonymes	   que	   de	  
mutations	   synonymes,	   c'est	   à	   dire	   dN>dS	  mais	   aussi	   par	   un	   faible	   polymophisme).	   Les	   régions	  
génomiques	   avoisinantes	   peuvent,	   par	   liaison	   avec	   les	   sites	   sous	   sélection,	   montrer	   un	  
polymorphisme	   similaire.	   Dans	   le	   cas	   du	   modèle	   de	   guerre	   des	   tranchées,	   ou	   reine	   rouge	  
(variation	   dynamique	   des	   fréquences	   d'allèles),	   deux	   ou	   plusieurs	   allèles	   co-­‐existent	   et	   sont	  
maintenus	  dans	  la	  population	  du	  pathogène.	  Il	  en	  résulte	  un	  polymorphisme	  fort	  (381)	  
Différents	  outils	  mathématiques	  et	  bioinformatiques	  sont	  proposés	  en	  fonction	  du	  comportement	  
des	   populations	   bactériennes	   étudiées,	   notamment	   s'il	   s'agit	   d'une	   population	   fortement	  
recombinante	   ou	   au	   contraire	   quasi	   clonale	   (voir	   pour	   revue	   (351)).	   Par	   exemple,	   dans	   une	  
population	   parfaitement	   clonale,	   chaque	   substitution	   serait	   issue	   des	   processus	   de	  mutation	   et	  
non	  de	  recombinaison.	  Dans	  ce	  cas,	   la	  distinction	  entre	   les	   loci	   liés	  à	   l'adaptation	  des	  autres	  est	  
directe:	   le	   ratio	   dN/dS	   permet	   de	   déterminer	   les	   loci	   qui	   ont	   un	   excès	   de	   changements	  
fonctionnels	  (351).	  	  
La	  génomique	  comparative	  a	  ainsi	  permis	  à	  plusieurs	   reprises	  de	  détecter	   les	  groupes	  de	  gènes	  
soumis	   à	   la	   sélection	   positive.	   À	   titre	   d'exemple,	   l'analyse	   des	   orthologues	   de	   6	   souches	  
d'Escherichia	  coli	  dont	  une	  uropathogénique	  a	  mis	  en	  évidence	  un	  set	  de	  29	  gènes	  sous	  sélection	  
positive	   impliqués	   dans	   la	   structure	   de	   la	   paroi	   cellulaire,	   l'acquisition	   de	   nutriments,	   le	  
métabolisme	   de	   l'ADN	   et	   l'infection	   urinaire	   proprement	   dite.	   La	   variation	   de	   ces	   gènes	  
permettant	   à	   ces	   souches	   d'échapper	   à	   la	   reconnaissance	   par	   leur	   hôte.	   Ces	   données	   ont	   été	  
confirmées	  par	  séquençage	  de	  50	  souches	  d'E.	  coli	  supplémentaires,	  ce	  qui	  montre	  la	  puissance	  de	  
la	  prédiction	  des	  gènes	  sous	  sélection	  par	  approche	  bio-­‐informatique	  (78).	  	  
Les	  gènes	   impliqués	  dans	   les	  différents	  aspects	  du	  pouvoir	  pathogène	  des	  bactéries	  ne	  sont	  pas	  
forcément	  soumis	  au	  même	  type	  de	  sélection.	  Par	  exemple	  les	  déterminants	  qui	  ne	  jouent	  un	  rôle	  
que	  dans	  l'agressivité	  sont	  en	  théorie	  soumis	  essentiellement	  à	  sélection	  conservatrice,	  tandis	  que	  
ceux	  qui	  ne	  jouent	  de	  rôle	  que	  dans	  la	  virulence	  (et	  sont	  des	  facteurs	  de	  virulence	  dans	  d'autres	  
contexte	  d'interaction)	   sont	   théoriquement	   soumis	   à	   sélection	  diversifiante.	  Bien	  entendu,	   ceux	  
qui	  jouent	  un	  rôle	  dans	  les	  deux	  fonctions	  (par	  exemple	  certains	  T3E)	  sont	  soumis	  alternativement	  
aux	  deux	  types,	  selon	  la	  population	  d'hôtes	  qu'ils	  rencontrent.	  De	  manière	  encore	  plus	  complexe	  
certains	  gènes	  peuvent	  être	  soumis	  à	  sélection	  diversifiante	  pour	  la	  partie	  qui	  code	  par	  exemple	  
pour	   la	   portion	   de	   protéine	   impliquée	   dans	   la	   reconnaissance	   par	   une	   protéine	   de	   résistance	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tandis	  que	   la	  partie	  qui	  code	  pour	   la	  portion	  qui	  a	  une	  fonction	  d'agressivité	  sera	  sous	  sélection	  
conservatrice.	  
2.5 La	   génomique	   comparative	   comme	   outil	   d'identification	   de	   motifs/gènes	  
spécifiques	  des	  déterminants	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  
Le	   séquençage	   permet	   de	   déterminer	   le	   contenu	   en	   effecteurs	   qui	   caractérise	   un	   organisme	  
pathogène	   donné	   par	   recherche	   de	   similitude	   avec	   des	   effecteurs	   présents	   chez	   d'autres	  
organismes	  mais	   également	   par	   la	   présence	   de	  motifs	   propres	   aux	   effecteurs	   (sécrétion	   par	   le	  
système	   T3SS,	   NLS,	   ou	   motifs	   eucaryotes).	   Ces	   gènes	   codent	   pour	   des	   T3E	   putatifs	   et	   leur	  
caractérisation	  fonctionnelle	  devrait	  permettre	  de	  mieux	  comprendre	  les	  stratégies	  d'infection	  et	  
le	   rôle	   des	   effecteurs	   dans	   l'interaction	   plante-­‐pathogène.	   L'identification	   de	   motifs	   devrait	  
permettre	  d'établir	   de	  nouvelles	  méthodes	  d'identification	  d'effecteurs	  par	   crible	  de	   l'ensemble	  
des	  protéines	  du	  génome.	  	  
Par	  ailleurs,	  les	  différences	  de	  répertoire	  de	  gènes	  entre	  les	  génomes	  bactériens	  révèlent	  un	  grand	  
nombre	   d'ORFans,	   c'est	   à	   dire	   des	   gènes	   que	   l'on	   trouve	   de	  manière	   unique	   dans	   un	   génome	  
donné	  et	  qui	  ne	  possèdent	  pas	  d'orthologue	  (101).	  Ceci	  implique	  que	  :	  	  
-­‐	  plus	  on	  augmente	   le	  nombre	  de	  génomes	  séquencés	  pour	  un	  pathogène	  donné,	  plus	   le	  set	  de	  
gènes	  communs	  (core)	  se	  précise.	  	  
-­‐	   l'ensemble	   des	   ORFans	   de	   chacune	   des	   souches	   additionné	   aux	   gènes	   communs	   constitue	   le	  
pangénome	  d'un	  pathogène.	  
Ainsi,	  à	  partir	  du	  pangénome,	  il	  est	  possible	  de	  déterminer	  des	  sets	  de	  gènes	  propres	  à	  certaines	  
lignées/	  ou	  groupes	  de	  souches	  ayant	  la	  même	  gamme	  d'hôtes.	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3 Modèle	  d'étude	  :	  le	  chancre	  asiatique	  des	  agrumes	  
Parmi	  les	  bactéries	  phytopathogènes,	  le	  genre	  Xanthomonas	  touche	  le	  plus	  grand	  nombre	  d'hôtes	  
(soit	  plus	  de	  400	  espèces),	  et	  chaque	  souche	  montre	  une	  très	  grande	  spécificité	  d'hôte,	  ce	  qui	  en	  
fait	   un	   modèle	   intéressant	   pour	   appréhender	   les	   notions	   de	   spécificité	   plante-­‐bactérie	   (370).	  
Contrairement	   aux	   genres	   Rhizobium,	   Agrobacterium,	   Pseudomonas,	   Ralstonia,	   Erwinia,	   les	  
bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  sont	  toujours	  associées	  à	  leur	  hôte	  pour	  leur	  survie	  à	  long	  terme.	  
Chez	   les	  Xanthomonas,	   la	  gamme	  d'hôtes	  est	   souvent	   indiquée	  par	   le	   statut	  du	  pathovar.	  Cette	  
classification	   infrasubspécifique	   regroupe	   des	   populations	   bactériennes	   capables	   de	   causer	   des	  
symptômes	  caractéristiques	  ou	  en	  fonction	  de	   leur	  spectre	  d'hôtes	   (430).	  Plus	  de	  140	  pathovars	  
ont	   été	   définis	   (62).	   Certains	   pathovars	   sont	   par	   ailleurs	   caractérisés	   par	   une	   diversité	  
infrapathovar	  au	  niveau	  de	  la	  spécificité	  d'hôtes	  où	  un	  groupe	  de	  souches	  appelé	  race	  est	  capable	  
d'attaquer	  un	  nombre	  restreint	  de	  cultivars	  (269).	  Ces	  spécificités	  de	  race	  sont	  déterminées	  par	  les	  
gènes	  d'avirulence	  (236).	  L'apparition	  de	  races	  comme	  variants	  d'un	  pathogène	  donné	  est	  souvent	  
le	   résultat	   de	   la	   coévolution	   de	   souches	   contournant	   les	   mécanismes	   de	   défenses	   d'espèces	  
végétales	  ou	  cultivars	  préalablement	  sélectionnés	  pour	   leur	   résistance.	  Le	  modèle	  Xanthomonas	  
citri	   pv.	  citri	   (Xci)	   est	   particulièrement	   intéressant	   de	   part	   sa	   spécificité	   d'hôte	   à	   l'échelle	  
infraspécifique.	   En	   effet,	   il	   n'y	   a	   pas	   eu	   de	   processus	   de	   sélection	   variétale	   des	   agrumes	  mené	  
contre	  le	  chancre	  des	  agrumes,	  et	  il	  n'y	  a	  donc	  pas	  de	  race	  de	  Xci,	  l'agent	  pathogène	  responsable	  
de	   cette	  maladie.	   Pourtant,	   comme	  nous	   allons	   le	   voir	   dans	   les	   sections	   suivantes,	   il	   existe	   des	  
spécificités	  d'hôte	  chez	  certaines	  souches	  de	  Xci	  et	   les	  déterminants	  de	  cette	  spécificité	  ne	  sont	  
pas	   identifiés.	  La	  section	  suivante	  présente	   les	  deux	  composantes	  du	  pathosystème	  Xci-­‐agrumes	  
et	  l'état	  de	  l'art	  sur	  les	  acteurs	  de	  cette	  interaction	  à	  l'échelle	  moléculaire.	  
3.1 Les	  agrumes	  
3.1.1 Taxonomie	  
Le	  terme	  «	  agrumes	  »	  désigne	  communément	  les	  trois	  genres	  botaniques	  regroupant	  les	  espèces	  
appartenant	  à	  la	  sous	  tribu	  des	  Citrinae,	  tribu	  des	  Citreae,	  sous-­‐famille	  des	  Aurantioideae,	  famille	  
des	   Rutaceae,	   ordre	   des	   Géraniales:	   Fortunella,	   Poncirus,	   Citrus	   (23,	   312).	   Ils	   comprennent	  
essentiellement	  des	  arbres	  et	   arbustes	  des	   régions	   tropicales	  et	   subtropicales	  dont	   certains	  ont	  
été	   domestiqués.	   Le	   genre	   Fortunella	   désigne	   les	   kumquats.	   Le	   genre	   Poncirus	   comprend	   une	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seule	  espèce	  d'agrume:	  P.	  trifoliata	   qui	   se	  distingue	  par	   sa	  grande	   résistance	  au	   froid	  et	  qui	  est	  
utilisée	   comme	   porte-­‐greffe.	   C'est	   la	   seule	   espèce	   d'agrumes	   à	   feuillage	   caduc.	   La	   plupart	   des	  
"agrumes"	  cultivés	  appartiennent	  au	  genre	  Citrus	  qui	  contient,	  selon	  les	  taxonomistes,	  de	  16	  à	  156	  
espèces,	   la	   complexité	  de	  cette	  classification	  venant	  de	   la	  capacité	  d'hybridation	   interspécifique	  
des	  agrumes	  (369,	  378).	  Nous	  retiendrons	  dans	  ce	  document	  la	  classification	  de	  Tanaka	  séparant	  
156	   espèces.	   A	   partir	   des	   caractéristiques	   morphologiques	   et	   des	   données	   moléculaires,	   on	  
distingue	   quatre	   taxa	   de	   base.	   Trois	   espèces	   primaires	   ou	   ancestrales	   :	   les	   pamplemoussiers	   (à	  
peau	   très	   épaisse)	   (C.	  maxima	   L.	   Osbeck,	   ou	   pummelo	   en	   anglais),	   les	   cédratiers	   (C.	  medica	  L.,	  
appelés	   citrons	   en	   anglais)	   et	   les	   mandariniers	   communs	   (C.	  reticulata)	   sont	   les	   ancêtres	   de	   la	  
plupart	  des	  agrumes	  cultivés.	  
	  
	  





Des	   analyses	   récentes	   à	   l'aide	   de	  marqueurs	   SNP	   confirment	   cette	   structuration	   dans	   le	   genre	  
Citrus	   (295).	   La	  quatrième	  espèce	  serait	   issue	  du	  sous	  genre	  Papeda,	  et	  pourrait	  être	  micrantha	  
(C.	  micrantha	   Wester)	   (32,	   33)	   ou	   le	   combava	   (C.	  hystrix)	   et	   a	   contribué	   comme	   ancêtre	   des	  
limettiers	  (C.	  aurantifolia)	  et	  de	  Citrus	  macrophylla	  (alemow)	  (295).	  Le	  déficit	  en	  hétérozygotie	  et	  
l'important	  déséquilibre	  de	  liaison	  au	  sein	  du	  genre	  Citrus	  peuvent	  être	  expliquer	  par	  un	  effet	  de	  
fondation	  dans	   trois	   zones	  géographiques	  différentes	  et	  par	  une	  évolution	   initiale	  en	  allopatrie.	  
Les	   principales	   autres	   espèces	   commercialisées,	   ou	   espèces	   secondaires,	   sont	   issues	   de	  
recombinaisons	   entre	   ces	   quatre	   taxa:	   orangers	   doux	   (C.	  sinensis),	   pomelo	   (C.	  paradisi	   :	  
"pamplemousse"	   selon	   l'abus	   de	   langage),	   citronniers	   (C.	  limon),	   limettiers	   (C.	  aurantifolia)	  
bigaradier	  ou	  oranger	  amer	  (C.	  aurantium)	  (Figure	  10).	  
3.1.2 Historique	  et	  répartition	  géographique	  
L'origine	  géographique	  exacte	  des	  agrumes	  serait	  selon	  les	  dernières	  hypothèses	  située	  entre	  le	  
nord	  de	   l'Inde	  et	   le	  sud-­‐est	  asiatique	  (23,	  152).	  Ces	  régions	  comptent	  vraisemblablement	   la	  plus	  
grande	  diversité	  d'agrumes.	  Les	  plus	  vieux	  écrits	  sur	   les	  agrumes	  viennent	  de	  Chine	   ("Tribute	   to	  
Yu",	   2205-­‐2197	   avant	   JC)	   et	   d'Inde	   (texte	   religieux	   "Vajeseneyi	   sambita",	   800	   avant	   JC),	   et	   font	  
référence	   à	   différentes	   variétés:	   mandarines	   et	   pamplemousses	   pour	   l'un	   et	   cédrats	   et	   citrons	  
pour	  l'autre	  (347).	  La	  migration	  des	  agrumes	  s'est	  faite	  de	  manière	  lente	  vers	  l'Afrique	  du	  nord	  et	  
l'Europe	  dès	  le	  moyen	  âge,	  puis	  vers	  le	  continent	  américain.	  Le	  bassin	  méditerranéen	  a	  constitué	  
un	  centre	  secondaire	  de	  diversité	  notamment	  pour	  les	  orangers	  cultivés	  en	  Europe	  à	  partir	  du	  XVe	  
siècle	   (294).	   L'introduction	   des	   agrumes	   aux	   Amériques	   s'est	   faite	   lors	   du	   deuxième	   voyage	   de	  
Christophe	  Colomb	  en	  1493.	   	   Le	  véritable	  point	  de	  départ	  de	   la	  production	  d'agrumes	  à	  grande	  
échelle	  est	  le	  début	  du	  XIXe	  siècle	  (294).	  
3.1.3 Production	  agrumicole	  &	  botanique	  
La	  culture	  agrumicole	  est	  la	  première	  production	  fruitière	  mondiale	  dépassant	  les	  100	  millions	  de	  
tonnes	   annuels	   depuis	   une	   décade	   (données	   statistiques	   FAO	   -­‐	   http://faostat.fao.org).	   La	  
production	   totale	   d'agrumes	   en	   2010	   a	   été	   de	   122,97	   millions	   de	   tonnes.	   Les	   orangers	  
représentaient	   55,6	  %	   de	   la	   production,	   les	  mandarines	   et	   leurs	   hybrides	   17,4	  %,	   les	   citrons	   et	  
limes	  11,4	  %	  et	  les	  pomelos	  et	  pamplemousses	  5,8	  %.	  La	  zone	  de	  production	  des	  agrumes	  s'étend	  
entre	  40°C	  de	  latitude	  nord	  et	  40°C	  de	  latitude	  sud	  dans	  plus	  de	  140	  pays.	  Les	  principales	  zones	  de	  
production	   étant	   la	   Chine,	   le	   Brésil,	   le	   Bassin	   Méditerranéen	   et	   les	   USA	   (294)	   (Données	   FAO,	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http://faostat.fao.org/).	   En	   une	   décade,	   la	   Chine	   est	   passée	   de	   la	   3ème	   place	   avec	  moins	   de	   10	  
millions	  de	   tonnes	  produites	  en	  2000	  à	   la	  1ère	  place	  avec	  23,97	  millions	  de	   tonnes	  produites	  en	  
2010	  (Figure	  11).	  
	  
Figure	  11:	  Evolution	  de	  la	  production	  des	  agrumes	  des	  principaux	  pays	  producteurs	  
(données	  FAO)	  
La	   production	   agrumicole	   constitue	   dans	   certains	   pays	   une	   véritable	   industrie	   associée	   à	   des	  
procédés	  de	  transformation.	  C'est	   le	  cas	  par	  exemple	  au	  Brésil	  ou	  aux	  Etats-­‐Unis.	  Dans	   l'état	  de	  
Sao	   Paulo	   (environ	   82	   %	   de	   la	   production	   nationale),	   70	   %	   des	   oranges	   sont	   destinés	   à	   la	  
transformation	   et	   à	   l'exportation.	   Les	   secteurs	   de	   la	   production	   et	   de	   la	   transformation	   des	  
oranges	  y	  génèrent	  à	  eux	  seuls	  un	  revenu	  annuel	  national	  et	  à	  l'exportation	  supérieur	  à	  2	  milliards	  
US	  $	  et	  plus	  de	  400	  000	  emplois	  directs	  et	  indirects.	  
Les	  agrumes	  sont	  cultivés	  dans	   les	  vergers	  commerciaux	  sous	   forme	  greffée.	   Le	  porte-­‐greffe	  est	  
choisi	   afin	   de	   s'adapter	   au	   mieux	   aux	   conditions	   pédo-­‐climatiques	   et	   sanitaires.	   Les	   maladies	  
ciblées	  sont	  principalement	  celles	  causées	  par	  les	  oomycètes	  (Phytophthora),	  le	  virus	  de	  la	  tristeza	  
qui	   cause	   le	   dépérissement	   des	   arbres	   greffés	   sur	   bigaradier	   (C.	   aurantium),	   et	   la	   maladie	   du	  
Huanglongbing.	  Les	  variétés	  cultivées	  (greffons)	  sont	  choisies	  pour	  leurs	  qualités	  gustatives.	  	  
3.1.4 Les	  agrumes	  à	  l'ère	  de	  la	  génomique	  
Avec	  un	  nombre	  haploïde	  de	  9	  chromosomes,	  le	  génome	  des	  agrumes	  est	  relativement	  petit	  (372	  
Mb	   pour	   un	   génome	   haploïde	   de	   l'oranger	   C.	  sinensis).	   Les	   premières	   études	   de	   génomes	   ont	  
cherché	  à	  caractériser	  les	  traits	  de	  résistance	  au	  stress	  et	  aux	  maladies	  chez	  P.	  trifoliata.	  L'analyse	  
de	  QTL	   (locus	  de	  caractère	  quantitatif,	  ou	  région	  de	   l'ADN	  associée	  à	  un	  caractère	  quantitatif)	  a	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permis	  de	  mettre	  en	  avant	  certains	  marqueurs	  associés	  à	  la	  résistance	  contre	  les	  maladies	  et	  les	  
pestes	  (Citrus	  tristeza	  virus,	  nématodes,	  et	  mineuse	  des	  agrumes)	  (22,	  36,	  252).	  
La	   génération	  de	   cartographies	   à	   haute	   résolution	   a	   été	   rendue	  possible	   grâce	   à	   l'utilisation	  de	  
banques	   de	   BAC	   (pour	   clones	   artificiels	   bactériens,	   qui	   sont	   des	   clones	   contenant	   de	   larges	  
fragments	  d'ADN)	  d'oranger	  doux	  (C.	  sinensis),	  clémentines	  (C.	  clementina),	  et	  mandarine	  Satsuma	  
(C.	  unshiu)	   respectivement	   en	   Espagne,	   au	   Japon	   et	   aux	   Etats-­‐Unis	   (382).	   Les	   données	   de	  
transcriptomique	   ont	   pris	   le	   relais	   avec	   l'utilisation	   de	   puces	   et	   l'analyse	   des	   séquences	   EST	  
(expressed	   sequenced	   tags),	   ou	   l'ARNm	   végétal	   est	   analysé	   sous	   forme	   d'ADNc	   à	   partir	   de	  
conditions	   différentes	   de	   culture,	   d'organes	   différents,	   en	   présence	   ou	   non	   d'un	   pathogène	  
étudié.	  Les	  travaux	  de	  transcriptomique	  de	  Cernadas	  basés	  sur	  l'utilisation	  de	  la	  puce	  "Affymetrix	  
GeneChip	   citrus	   genome	   arrays"	   ont	   identifié	   un	   certain	   nombre	   de	   gènes	   impliqués	   dans	  
l'interaction	   de	  Xci	   sur	  plants	   d'oranger.	   Il	   en	   ressort	   notamment	   des	   gènes	   impliqués	   dans	   les	  
modifications	  des	  parois	  végétales,	  la	  division	  et	  l'expansion	  cellulaire,	  le	  transport	  vésiculaire,	  les	  
gènes	   de	   résistance,	   le	   métabolisme	   du	   carbone	   et	   de	   l'azote,	   et	   les	   réponses	   aux	   hormones	  
comme	  l'auxine,	  la	  gibberelline	  et	  l'éthylène	  (73).	  Le	  séquençage	  de	  nouvelles	  espèces	  et	  variétés	  
d'agrumes	  est	  en	  cours	  à	  travers	  le	  consortium	  international	  de	  génomique	  des	  agrumes	  et	  devra	  
permettre	  de	  mieux	  appréhender	  les	  interactions	  avec	  les	  différents	  pathogènes	  (376).	  
3.2 Le	  chancre	  asiatique	  des	  agrumes	  	  
3.2.1.1 Origine	  et	  répartition	  
Des	  travaux	  assez	  anciens	  suggèrent	  que	  l'origine	  de	  la	  bactérie	  responsable	  du	  chancre	  bactérien	  
des	  agrumes	  se	  situe	  dans	  les	  régions	  tropicales	  asiatiques	  telles	  que	  la	  Chine,	  l'Indonésie	  et	  l'Inde,	  
centre	   d'origine	   des	   agrumes.	   Cette	   hypothèse	   est	   supportée	   par	   la	   présence	   de	   lésions	  
chancreuses	   sur	   échantillons	   d'herbier	   de	   Fortunella	   hindsii,	   C.	  aurantifolia	   et	   C.	  medica	  
respectivement,	   les	   plus	   vieux	   datant	   de	   la	   moitié	   du	   XIXe	   siècle	   (128,	   238).	   Toujours	   à	   partir	  
d'échantillons	   d'herbier,	   il	   est	   établi	   que	   la	   bactérie	   était	   déjà	   endémique	   dans	   de	   nombreuses	  
régions	  d'Asie	  au	  début	  du	  XXe	  siècle	  (248).	  
A	  partir	  de	  l'Asie,	  les	  flux	  migratoires	  auraient	  dispersé	  le	  matériel	  végétal	  et	  donc	  la	  bactérie.	  La	  
première	  épidémie	  de	  chancre	  asiatique	  est	  décrite	  au	   Japon	  en	  1899	   (84).	   L'agent	  causal	  a	  été	  
identifié	  comme	  une	  bactérie	  en	  1915	  (189).	  La	  maladie	  est	  apparue	  durant	  la	  première	  moitié	  du	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XXe	  siècle	  en	  Afrique	  du	  Sud	  (112),	  Australie	  (146),	  Nouvelle	  Zélande	  et	  Etats	  (344).	  Ces	  foyers	  ont	  
fait	   l'objet	  de	  campagnes	  d'éradication	  réussies.	  D'autres	  épidémies	  plus	  récentes	  ont	  eu	  lieu	  en	  
Australie	   (54,	   144)	   et	   en	   Floride.	   Si	   dans	   le	   premier	   cas,	   elles	   ont	   été	   éradiquées,	   les	   intenses	  
campagnes	   menées	   en	   Floride	   ont	   été	   un	   échec	   du	   fait	   d'une	   situation	   épidémiologique	  
exceptionnellement	   favorable	   (passages	   fréquents	  de	  cyclones	  de	   forte	   intensité)	  et	  de	   lenteurs	  
de	  l'éradication	  du	  fait	  de	  nombreuses	  actions	  en	  justice	  de	  propriétaires	  (72,	  199)	  et	  le	  chancre	  
asiatique	  y	  a	  été	  déclaré	  endémique	  depuis	  2006.	  La	  première	  description	  de	  Xci	  en	  Amérique	  du	  
Sud	   a	   été	   faite	   au	  Brésil	   en	   1957	  et	   dans	   les	   autres	   pays	   agrumicoles	   à	   partir	   des	   années	   1970	  
(328).	   Les	  épidémies	   sont	   constantes	  dans	   la	   zone	   intertropicale.	   Le	   chancre	  asiatique	  constitue	  
une	   menace	   sévère	   pour	   l'agrumiculture	   et	   des	   programmes	   de	   lutte	   lourds	   et	   coûteux	   sont	  
indispensables	   (7,	  144,	  167,	  357).	   L'aire	  de	   répartition	  du	  chancre	  ne	  cesse	  de	  croitre	  et	   touche	  
aujourd'hui	   plus	   de	   30	   pays	   dont	   de	   nombreux	   producteurs	   d'agrumes,	   et	   des	   phénomènes	  
d'émergence	   ont	   récemment	   été	   répertoriés	   en	   Afrique	   (27,	   110,	   237,	   386).	   La	   seule	   région	  
productrice	  qui	   reste	   indemne	  de	   chancre	   asiatique	  est	   le	  Bassin	  Méditerranéen	   (Figure	  12).	   Le	  
statut	   d'organisme	   de	   quarantaine	   de	   Xci	   interdit	   l'exportation	   de	   fruits	   frais	   depuis	   des	   zones	  
contaminées.	  Les	  fruits	  importés	  dans	  l'Union	  Européenne	  doivent	  obligatoirement	  provenir	  d'un	  
pays	  ou	  d'une	  région	  indemne,	  ou	  d'un	  site	  certifié	  indemne	  de	  maladie	  (par	  des	  inspections)	  dans	  
l'année	  précédant	  l'envoi.	  
	  
Figure	  12	  Répartition	  du	  chancre	  bactérien	  des	  agrumes	  dans	  le	  monde	  
Les	   différentes	   souches	   sont	   représentées	   comme	   suit	   :	   cercles	   :	   chancre	   asiatique	   (Xanthomonas	   citri	  
pv.	  citri)	   pathotype	   A	   (bleu)	   et	   A*/AW	   (rouge);	   carrés:	   chancre	   Sud-­‐américan	   (Xanthomonas	   citri	  
pv.	  aurantifolii)	  type	  B	  (vert)	  et	  type	  C	  (jaune).	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3.2.1.2 Identification	  du	  pathovar	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  
Plusieurs	   Xanthomonas	   sont	   pathogènes	   sur	   agrumes.	   Les	   premières	   classifications	   les	   ont	  
distingués	   en	   pathotypes,	   subdivisions	   du	   pathovar	   selon	   des	   similarités	   de	   symptômes	   ou	   de	  
gamme	  d'hôtes.	  Les	  derniers	  travaux	  de	  taxonomie	  et	  de	  phylogénie	  ont	  permis	  de	  distinguer	  les	  
trois	  pathotypes	  qui	  causent	  le	  chancre	  des	  agrumes	  (A,	  B	  et	  C)	  selon	  leur	  gamme	  d'hôtes	  et	  leur	  
répartition	   géographique	   (4,	   323,	   337,	   394).	   Xanthomonas	   citri	   pv.	  citri	   (X.	  citri	   subsp.	  citri	   ou	  
X.	  axonopodis	  pv.	  citri)	  correspond	  au	  pathotype	  A	  et	  ses	  variants.	  C'est	  l'agent	  causal	  du	  chancre	  
asiatique	   des	   agrumes,	   forme	   la	   plus	   agressive	   et	   la	   plus	   répandue	   du	   chancre	   qui	   cause	   des	  
dégâts	   considérables	   à	   l'échelle	   mondiale.	   Xanthomonas	   citri	   pv.	  aurantifolii	   (X.	  fuscans	  
subsp.	  aurantifolii	  or	  X.	  axonopodis	  pv.	  aurantifolii)	  est	  l'agent	  causal	  du	  chancre	  sud-­‐Américain,	  et	  
correspond	   aux	   pathotypes	   B	   et	   C.	   Le	   pathotype	   B	   du	   pathovar	   aurantifolii	   est	   naturellement	  
pathogène	   (ordre	   décroissant	   de	   sensibilité)	   sur	   limettier	   mexicain	   (C.	  aurantifolia),	   	   citronnier	  
(C.	  limon),	   l'oranger	   amer	   (C.	   aurantium),	   le	   limettier	   Rangpur	   (C.	   limonia),	   le	   limettier	   doux	  
(C.	  limettioides)	  et	  enfin	   l'oranger	   (C.	  sinensis)	   (328).	  Le	  pathotype	  C	  du	  pathovar	  aurantifolii	  est	  
quasi-­‐exclusivement	   pathogène	   du	   limettier	   mexicain	   à	   l'exception	   de	   cas	   très	   limités	   sur	  
citrumelo	   (C.	   paradisi	   x	   Poncirus	   trifoliata)	   Le	   chancre	   sud-­‐Américain	   induit	   des	   symptômes	  
similaires	   au	   chancre	   asiatique	   mais	   il	   est	   nettement	   moins	   agressif.	   Il	   a	   été	   supplanté	   en	  
Amérique	  du	  sud	  lorsque	  le	  chancre	  asiatique	  y	  est	  apparu	  (345).	  
Deux	   autres	   Xanthomonas	   pathogènes	   des	   agrumes	   ont	   été	   répertoriés	   :	   X.	  axonopodis	  
pv.	  citrumelo	   (X.	  alfalfae	   subsp.	  citrumelonis)	   (337,	   394)	   qui	   cause	   une	   maladie	   appelée	   "citrus	  
bacterial	  spot"	  (CBS),	  et	  X.	  citri	  pv.	  bilvae,	  un	  pathogène	  qui	  cause	  des	  taches	  sur	  certaines	  espèces	  
de	  Rutaceae	  en	  Inde	  (299).	  Ces	  deux	  bactéries	  provoquent	  des	  taches	  nécrotiques	  principalement	  
sur	  feuilles	  sans	  prolifération	  cellulaire	  et	  ont	  donc	  une	  symptomatologie	  facilement	  différenciable	  
de	  celle	  du	  chancre	  bactérien.	  
Les	   deux	   pathovars	   responsables	   du	   chancre	   bactérien	   des	   agrumes	   (citri	   et	   aurantifolii)	   font	  
partie	  de	  deux	   clades	  phylogénétiques	  distincts	  définis	  par	   les	  analyses	  AFLP	  et	  MLSA	  obtenues	  
par	  notre	  équipe,	  récemment	  confirmées	  par	  des	  données	  de	  phylogénie	  à	  l'échelle	  du	  génome,	  et	  
appartiennent	  respectivement	  à	  deux	  clusters	  génétiques	  définis	  par	  Rademaker	  (60,	  323)	  .	  
Seul	   le	   chancre	   asiatique	   des	   agrumes	   a	   une	   incidence	   économique	   forte	   et	   une	   présence	  
mondiale,	   les	  autres	  Xanthomonas	   pathogènes	   sur	  agrumes	  étant	  géographiquement	   restreints.	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Ces	  organismes	  font	  partie	  de	  listes	  de	  quarantaine	  dans	  de	  nombreux	  pays,	  notamment	  l'union	  
Européenne,	  l'Australie,	  la	  Nouvelle	  Zélande,	  les	  USA	  et	  les	  pays	  d'Afrique	  du	  nord.	  
3.2.1.3 Symptomatologie	  	  
La	  bactérie	  infecte	  l'ensemble	  des	  organes	  aériens	  :	  les	  feuilles,	  rameaux	  et	  fruits,	  principalement	  
par	  les	  ouvertures	  naturelles	  (stomates)	  et	   les	  blessures.	  Sur	  feuilles,	  de	  petites	  tâches	  aqueuses	  
sont	   d'abord	   visibles	   sur	   la	   face	   inférieure	   du	   limbe,	   évoluant	   ensuite	   en	   petits	   points	   blancs	  
légèrement	  bombés.	   Les	   lésions	   se	  développent	  en	  cercle	  et	   leur	   relief	  devient	  alors	  nettement	  
plus	   visible	   sur	   les	   deux	   faces	   des	   feuilles;	   elles	   prennent	   une	   couleur	   brune	   et	   deviennent	  
cratériformes.	   Une	  marge	   graisseuse	   et	   un	   halo	   jaune	   sont	   le	   plus	   souvent	   visibles	   autour	   des	  
lésions	  (Figure	  13).	  	  
Ces	  symptômes	  foliaires	  peuvent	  atteindre	  environ	  10	  mm	  de	  diamètre.	  Sur	  rameaux,	  les	  lésions	  
ne	   se	   présentent	   généralement	   pas	   entourées	   d'un	   halo	   chlorotique	   (Figure	   14).	   Des	  
dessèchements	  de	  rameaux	  peuvent	  apparaître	  chez	   les	  cultivars	  sensibles.	  Sur	  fruits,	   les	   lésions	  
sont	   souvent	   entourées	   du	   halo	   chlorotique	   jaune	   et	   leur	   diamètre	   peut	   atteindre	   15	   mm	  
(Figure	  15).	   Seuls	   les	   tissus	   superficiels	   du	   fruit	   sont	   atteints.	   L'observation	   histologique	   des	  
symptômes	   montre	   une	   hypertrophie	   (augmentation	   du	   volume	   cellulaire)	   et	   hyperplasie	  
(augmentation	  du	  nombre	  de	  cellules)	  (249)	  (Figure	  16).	  	  
	  
Figure	  13:	  Symptômes	  du	  chancre	  sur	  feuilles	  




	  Figure	  14:	  Symptômes	  sur	  rameaux	  
(source:	  C.	  Vernière)	  
	  
	  
Figure	  15:	  symptômes	  sur	  fruits	  
(source:	  C.	  Vernière)	  
	  
Xci	  est	  capable	  d'induire	   les	  symptômes	  du	  chancre	  dans	  une	   large	  gamme	  de	  températures,	  de	  
12°C	   à	   40°C,	   avec	   un	  optimum	  entre	   25°C	   et	   35°C	   	   (98).	   Les	   conditions	   de	   température	   lors	   de	  
l'infection	   modulent	   le	   temps	   de	   latence	   qui	   peut	   parfois	   durer	   plusieurs	   semaines	   (398).	   Les	  
infections	  ont	  lieu	  via	  des	  ouvertures	  naturelles	  (stomates)	  ou	  des	  blessures.	  La	  sensibilité	  dépend	  
du	  taux	  de	  maturité	  des	  tissus,	   les	  feuilles	  et	  fruits	   jeunes	  en	  cours	  de	  développement	  sont	  plus	  
sensibles:	   à	   ce	   stade,	   les	   stomates	   sont	   ouverts	   et	   la	   cuticule	   cireuse	   n'est	   pas	   totalement	  
développée,	  permettant	  ainsi	  la	  pénétration	  d'inoculum.	  En	  l'absence	  de	  blessures	  le	  plus	  souvent	  
causées	   par	   l'action	   du	   vent,	   des	   insectes	   ou	   des	   pratiques	   culturales,	   seuls	   les	   organes	   en	  
croissance	   sont	   réceptifs	   à	   l'infection.	   Dans	   le	   cas	   de	   blessures,	   des	   densités	   bactériennes	   de	  
l'ordre	   de	   101	   bactéries	   par	   mL	   suffisent	   pour	   l'infection	   alors	   que	   l'infection	   via	   les	   stomates	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nécessite	   des	   densités	   de	   l'ordre	   de	   104	   bactéries	   par	   mL	   (82).	   Une	   cellule	   bactérienne	   ayant	  
colonisé	  une	  chambre	  sous-­‐stomatale	  est	  suffisante	  pour	  causer	  l'infection	  (166).	  
	  
Figure	  16:	  Histologie	  du	  chancre	  
A	  :	  symptômes	  typiques	  observés	  sur	  lime.	  B-­‐	  symptômes	  observés	  sur	  pomelo.	  C	  et	  D	  :	  tissus	  infectés	  par	  
de	  l'eau	  distillée	  comme	  contrôle.	  Les	  barres	  représentent	  125	  µm.	  D'après	  (249)	  
	  
3.2.1.4 Cycle	  de	  la	  maladie	  
Comme	  précédemment	  évoqué,	  Xci	   survit	  dans	   les	   lésions	  sur	   l'ensemble	  des	   tissus	  aériens.	  Les	  
bactéries	   colonisent	   l'apoplaste	   (espace	   intercellulaire	   interne),	   et	   l'épiderme	   de	   la	   feuille	   se	  
déchire	   sous	   l'action	   de	   l'hyperplasie	   et	   de	   l'hypertrophie	   cellulaire	   induite	   par	   le	   pathogène,	  
exacerbant	   ainsi	   le	   relargage	  des	  bactéries	   à	   la	   surface	  de	   la	  plante	  en	  présence	  d'eau	   libre.	   La	  
présence	   d'eau	   à	   la	   surface	   de	   la	   lésion	   favorise	   la	  mise	   en	   suspension	   des	   bactéries	   depuis	   la	  
lésion	  et	  permet	  ainsi	  la	  future	  dispersion	  par	  les	  gouttes	  porteuses	  d'inoculum.	  (Figure	  17)	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  Figure	  17:	  Cycle	  de	  la	  maladie	  
D’après	  	  (167)	  
3.2.1.5 Survie	  
Xci	  est	  capable	  de	  survivre	  jusqu'à	  plusieurs	  années	  dans	  les	  symptômes	  sur	  feuilles,	  rameaux	  et	  
branches	  (d'après	   les	  énumérations	  de	  populations	  cultivables	  de	  bactérie),	  notamment	  dans	  les	  
environnements	   tropicaux	   ou	   l'absence	   d'hivernage	   favorise	   la	   survie.	   L'absence	   de	   saison	  
hivernale	  marquée	  contribue	  à	  la	  survie	  efficace	  de	  Xci	  (313).	  
La	  survie	  hors	  de	  son	  hôte	  varie.	  La	  survie	  épiphyte	  a	  été	  reportée	  sous	  la	  forme	  de	  biofilms	  sur	  les	  
surfaces	   des	   agrumes	   (protection	   contre	   la	   dessiccation	   mais	   aussi	   contre	   les	   traitements	  
bactéricides)	   (154).	  Xci	   a	  été	  décrit	   sur	  des	  espèces	  asymptomatiques	  ou	  des	  plantes	  non-­‐hôtes	  
(adventices)	  mais	  l'importance	  épidémiologique	  de	  cette	  survie	  n'a	  pas	  été	  établie	  (159,	  160,	  243,	  
384).	  Xci	  est	  capable	  de	  survivre	  quelques	   jours	  dans	   le	  sol,	  et	  quelques	  mois	  dans	   les	  débris	  de	  
plantes	  au	  sol.	  La	  survie	  de	  Xci	  sur	  métal,	  plastique,	  cuivre,	  coton	  et	  bois	  traité	  (outillage,	  caisses,	  
habits)	   se	   limite	   vraisemblablement	   à	   24	   à	   72h	   en	   fonction	   des	   conditions	   environnementales	  
(170).	  
3.2.1.6 Dissémination	  
La	  dissémination	  se	  fait	  par	  l'action	  de	  la	  pluie	  et	  du	  vent	  sur	  de	  courtes	  distances,	  au	  niveau	  de	  
l'arbre	   ou	   vers	   les	   arbres	   environnants.	   Les	   opérations	   d'entretien	   des	   vergers	   contribuent	   à	   la	  
dissémination	   par	   contamination	   de	   l'outillage	   depuis	   un	   plan	   infecté	   (Figure	   17).	   Dans	   les	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environnements	  tropicaux,	  la	  combinaison	  de	  fortes	  températures	  et	  de	  pluies	  fréquentes	  est	  un	  
des	  facteurs	  favorisant	  les	  épidémies.	  La	  vitesse	  du	  vent	  détermine	  la	  distance	  parcourue	  d'arbre	  
en	   arbre	   et	   la	   fréquence	   de	   blessures,	   et	   accroit	   ainsi	   l'infection	   globale	   (43).	   Des	   distances	   de	  
dispersion	  allant	  de	  17	  km	  jusqu'à	  56	  km	  ont	  été	  rapportées	  du	  fait	  de	  conditions	  météorologiques	  
intenses	  comme	  les	  tornades	  et	  les	  ouragans	  en	  Floride	  (199).	  La	  mineuse	  Asiatique	  des	  agrumes	  
(Phyllocnistis	   citrella	   -­‐	   lépidoptère)	   contribue	   à	   l'infection	   du	   fait	   de	   galeries	   creusées	   dans	   les	  
feuilles	  et	  rameaux	  ce	  qui	  augmente	  la	  proportion	  de	  tissu	   lésé	  facilement	  sujet	  à	   l'infection	  par	  
Xci.	  L'impact	  de	  la	  mineuse	  sur	  l'infection	  par	  Xci	  a	  été	  décrit	  en	  Floride	  et	  au	  Brésil	  (82,	  164,	  168).	  
Toutefois,	   l'action	  de	  la	  mineuse	  comme	  vecteur	  de	  la	  maladie	  n'est	  pas	  établi.	  La	  dissémination	  
sur	  de	   longues	  distances	  se	  produit	   le	  plus	   souvent	   lors	  du	  déplacement	  de	  matériel	   contaminé	  
par	   l'homme	  (plants,	  greffons	  et	   fruits).	   Il	  n'existe	  pas	  de	  transmission	  connue	  par	   les	  semences	  
(100,	  167)	  
3.2.1.7 Lutte	  
Une	  fois	  que	   le	  chancre	  s'est	  établi,	   il	  est	  difficile	  à	  éradiquer.	  Les	  mesures	  de	  quarantaine	  sont	  
donc	   indispensables	   afin	   de	   prévenir	   son	   introduction.	   Une	   fois	   établi,	   seules	   des	   actions	  
drastiques	  d'éradication	  peuvent	  limiter	  son	  expansion	  géographique.	  La	  gestion	  de	  cette	  maladie	  
se	  limite	  à	  l'heure	  actuelle	  à	  des	  actions	  d'éradication	  (destruction	  des	  arbres	  malades	  et	  exposés)	  
ou	   la	   mise	   en	   œuvre	   de	   la	   lutte	   intégrée.	   Cette	   dernière	   stratégie	   intègre	   l'utilisation	   de	  
traitements	   bactéricides	   (traitements	   au	   cuivre	   ou	   avec	   des	   antibiotiques),	   l'utilisation	   de	  
pratiques	  culturales	  adaptées	  (matériel	  de	  propagation	  certifié	  indemne,	  irrigation	  localisée,	  haies	  
brise-­‐vent	  limitant	  la	  dispersion	  de	  la	  maladie…),	  et	  parfois	  l'utilisation	  de	  cultivars	  moins	  sensibles	  
(43,	  169).	  
Les	   organismes	   pathogènes	   ont	   développé	   un	   système	   de	   protection	   à	   long	   terme	   appelé	  
résistance	   systémique	   acquise	   (SAR)	   contre	   une	   large	   gamme	   d'hôtes.	   Ce	   système	   améliore	   les	  
capacités	  de	  défense	   (120).	  L'acide	  salicylique	   joue	  un	  rôle	  primordial	  de	  régularisation	  de	  cette	  
résistance.	   Un	   traitement	   foliaire	   à	   l'ASM	   (acibenzolar-­‐S-­‐methy),	   un	   analogue	   de	   l'acide	  
salicylique,	  réduit	  la	  sévérité	  du	  chancre	  sous	  serre	  mais	  n'a	  pas	  montré	  de	  résultats	  satisfaisants	  
au	  champ	  en	  comparaison	  avec	  les	  traitements	  au	  cuivre	  (171).	  L'application	  d'ASM	  au	  sol	  semble	  
prometteuse	  pour	  diminuer	  l'incidence	  de	  la	  maladie	  (134).	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3.2.1.8 Sensibilité	  au	  chancre	  	  
La	   plupart	   des	   cultivars	   d'agrumes	   commercialisés	   sont	   très	   sensibles	   au	   chancre	   avec	   des	  
différentes	  de	  sensibilité	  entre	  cultivars	  (14,	  165).	  Le	  limettier	  Mexicain	  (C.	  aurantifolia),	  le	  pomelo	  
(C.	  paradisi),	  le	  combava	  (C.	  hystrix)	  et	  P.	  	  trifoliata	  sont	  très	  sensibles,	  l'oranger	  doux	  (C.	  sinensis),	  
les	   limettiers	   de	   Tahiti	   et	   de	   Perse	   (C.	  latifolia)	   sont	   sensibles,	   	   le	   citronnier	   	   (C.	  limon),	   le	  
pamplemoussier	  et	  le	  tangor	  sont	  peu	  sensibles.	  Certaines	  espèces	  montrent	  un	  certain	  niveau	  de	  
résistance,	   notamment	   au	   sein	   du	   groupe	   des	   mandariniers	   (C.	  reticulata),	   les	   kumquats	  
(Fortunella)	  et	  le	  calamensi	  (Citrofortunella,	  une	  espèce	  hybride	  intergénérique)	  (85)	  (Tableau	  2).	  
Une	  variabilité	  de	  la	  sensibilité	  peut	  être	  observée	  au	  sein	  des	  espèces	  ou	  des	  groupes	  d'agrumes.	  
En	   effet	   une	   variation	   de	   très	   sensible	   à	  modérément	   résistants	   a	   été	   décrite	   chez	   les	   variétés	  
d'orangers	  ainsi	  qu'une	  variabilité	  au	  sein	  du	  groupe	  des	  mandariniers	  et	  de	  leurs	  hybrides	  ce	  qui	  
donne	  un	  continuum	  de	  réponses	  à	  l'infection	  (14,	  445).	  
	  
Tableau	  2:	  Sensibilité	  générale	  de	  plusieurs	  espèces	  et	  variétés	  cultivées	  et	  porte-­‐greffes	  des	  agrumes	  à	  Xci	  
	  
Parmi	   les	   gènes	   impliqués	   dans	   les	   réactions	   de	   défense	   des	   kumquats,	   certains	   ont	   pu	   être	  
caractérisés	   (138,	   215,	   216):	   ils	   participent	   principalement	   aux	   mécanismes	   de	   mort	   cellulaire	  
programmée	   et	   au	   métabolisme	   oxydatif	   avec	   la	   production	   de	   ROS	   (espèces	   réactives	   de	  
l'oxygène).	   Le	   métabolisme	   oxydatif	   serait	   par	   ailleurs	   lié	   à	   la	   signalisation	   cellulaire	   et	   la	  
composition	  chimique	  de	   la	  paroi	  cellulaire	  au	  cours	  de	   la	  croissance	  et	   lors	  de	   la	  mise	  en	  place	  
des	  mécanismes	  de	  défense	  de	  la	  plante	  (229).	  L'interaction	  Xci	  -­‐	  kumquat	  se	  traduit	  alors	  par	  un	  
nombre	   très	   réduit	   de	   lésions	   par	   feuille	   et	   une	   population	   par	   lésion	   fortement	   réduite	   par	  















3.2.1.9 Sélection	  	  
La	   sélection	   conventionnelle	   des	   agrumes	   est	   un	   processus	   difficile	   et	   long	   du	   fait	   des	  
interférences	  entre	  les	  caractères	  de	  résistance	  et	  l'expression	  de	  traits	  importants	  pour	  la	  qualité	  
et	   la	  production	  des	   fruits,	  objectif	  majeur	  de	   la	   sélection	  des	  agrumes	   (401).	   Les	  approches	  de	  
transgénèse	   ont	   donc	   été	   favorisées	   pour	   développer	   des	   plants	   résistants.	   Les	   lignées	  
transgéniques	  ont	  été	  construites	  par	  intégration	  de	  gènes	  qui	  ont	  montré	  des	  degrés	  intéressants	  
de	   résistance	   au	   chancre.	   Ces	   gènes	   codent	   pour	   des	   composés	   anti-­‐microbiens	   (49,	   192),	   des	  
régulateurs	  de	   la	   SAR	   (437),	  une	  protéine	  harpine	   (31),	  une	   spermidine	   synthase	   (MdSPDS1)	  de	  
pomme	  (137),	  la	  partie	  C-­‐terminale	  de	  l'effecteur	  TAL	  pthA	  contenant	  trois	  signaux	  de	  localisation	  
nucléaire	   (NLS)	   (423),	   ou	   encore	   le	   gène	   de	   résistance	   Bs2	   des	   Solanaceae	   impliqué	   dans	   la	  
reconnaissance	  AvrBs2-­‐Bs2	  chez	  X.	  euvesicatoria	  (349).	  
3.3 L'agent	  pathogène	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  
3.3.1 Identification	  
Xanthomonas	   citri	   appartient	   à	   la	   subdivision	   des	   γ-­‐protéobactéries,	   de	   l'ordre	   des	  
Xanthomonadales,	   de	   la	   famille	   des	   Xanthomonadaceae	   (331).	   X.	  citri	   est	   une	   bactérie	   à	   Gram	  
négatif	  qui	  mesure	  0,5-­‐0,75	  μm	  de	  large	  et	  1,5-­‐2,0	  μm	  de	  long.	  Elle	  se	  déplace	  grâce	  à	  un	  flagelle	  
polaire	   unique	   (157).	   Elle	   est	   chimio-­‐organotrophe	  et	   aérobie	   avec	   un	  métabolisme	  oxydatif	   du	  
glucose.	   Les	   bactéries	   produisent	   de	   la	   xanthomonadine	   qui	   pigmente	   en	   jaune	   les	   colonies	  
bactériennes	  sur	  le	  milieu	  (Figure	  18).	  	  
	  




Quand	  le	  glucose	  ou	  d'autres	  sucres	  sont	  ajoutés	  au	  milieu	  de	  culture,	  les	  colonies	  deviennent	  très	  
mucoïdes	   du	   fait	   de	   la	   production	   de	   polysaccharides	   extracellulaires	   (EPS).	   La	   température	  
optimale	  pour	   la	  croissance	  est	  de	  28-­‐30°C,	  et	   la	  température	  maximale	  pour	   la	  croissance	  varie	  
de	  35°C	  à	  39°C.	   Les	  propriétés	  biochimiques	  des	  pathotypes	  de	  X.	  citri	   pathogènes	   sur	   agrumes	  
sont	  bien	  connues	  (157,	  158,	  397,	  400).	  
3.3.2 Diversité	  génétique	  et	  phénotypique	  	  
Le	   chancre	   asiatique	   est	   causé	   par	   X	   citri	   pv.	  citri	   (X.	  axonopodis	   pv.	  citri	   (4,	   337,	   394)).	   Trois	  
pathotypes	  ont	  été	  décrits	  au	   sein	  du	  pathovar	  citri	  :	  A,	  A*	  et	  Aw.	   Le	  pathotype	  A	  présente	  une	  
agressivité	  forte,	  et	  a	  un	  large	  spectre	  d'hôtes	  :	   il	  affecte	  l'ensemble	  des	  espèces	  du	  genre	  Citrus	  
ainsi	  que	  certains	  genres	  de	  Rutaceae	  apparentés,	  comme	  Fortunella,	  Hesperethusa,	  Microcitrus,	  
Poncirus	   et	   Swinglea	   pour	   lesquels	   des	   infections	   naturelles	   ont	   été	   observées	   (169,	   227,	   238,	  
239).	   Le	   pathotype	   A	   est	   présent	   dans	   la	   plupart	   des	   pays	   agrumicoles.	   Un	   certain	   nombre	   de	  
souches	   à	   gamme	   d'hôtes	   étroite	   ont	   été	   décrites	   en	   provenance	   de	   plusieurs	   pays	   asiatiques,	  
notamment	   Oman,	   Iran,	   Inde,	   Arabie	   Saoudite,	   Thaïlande	   et	   Cambodge.	   Ces	   souches	  
génétiquement	   plus	   proches	   de	   Xci	   que	   de	   X.	  citri	   pv.	  aurantifollii	   ont	   été	   classées	   dans	   un	  
pathotype	  appelé	  A*	  (60,	  364,	  399).	  Elles	  ont	  une	  gamme	  d'hôtes	  restreinte	  au	  limettier	  mexicain	  
(C.	  aurantifolia)	   et	   au	   porte-­‐greffe	  C.	  macrophylla	   sur	   lesquels	   les	   symptômes	   sont	   identiques	   à	  
ceux	  causés	  par	  les	  souches	  du	  pathotype	  A.	  Les	  souches	  du	  pathotype	  A*	  n'occasionnent	  aucun	  
symptôme	  sur	  pomelo	  (C.	  paradisi),	  hôte	  habituellement	  très	  sensible	  à	  Xci.	  Un	  troisième	  groupe	  
de	   souches	   isolées	   en	   Floride	   et	   pathogènes	   sur	   le	   porte	   greffe	   C.	  macrophylla	   a	   été	   nommé	  
pathotype	   AW.	   Ces	   souches	   AW	   sont	   caractérisées	   par	   une	   réaction	   d'hypersensibilité	   (HR)	   sur	  
pomelo	   (C.	  paradisi),	   oranger	   doux	   (C.	  sinensis),	   oranger	   amer	   (C.	  aurantium),	   cédratier	  
(C.	  medica),	  Orlando	   tangelo	   (C.	  reticulata	   ×	  C.	  paradisi),	   and	  oranger	   trifolié	   (Poncirus	   trifoliata)	  
(364).	  Des	  tests	  de	  pouvoir	  pathogène	  ont	  montré	  que	  l'ensemble	  des	  souches	  des	  pathotypes	  A*	  
et	   AW	   sont	   virulentes	   sur	   C.	  macrophylla,	   limettiers	  Mexicain	   et	   de	   Tahiti,	   et	   partagent	   ainsi	   le	  
même	   spectre	   d'hôtes.	   Les	   analyses	   génétiques	   ont	   par	   ailleurs	   indiqué	   de	   fortes	   identités	   de	  
séquence	  entre	  ces	  souches	  AW	  et	  un	  sous-­‐groupe	  de	  souches	  A*	  indiennes	  (59),	  indiquant	  que	  ces	  
souches	  AW	  sont	  un	  sous-­‐groupe	  du	  pathotype	  A*	  à	  gamme	  d'hôtes	  restreinte.	  
Xci	   est	   caractérisé	  par	  un	  polymorphisme	  quasi	  nul	  des	  gènes	  de	  ménage	   (12,	  60,	  429).	  Afin	  de	  
caractériser	  le	  pathovar	  citri,	  il	  a	  fallu	  avoir	  recours	  à	  d'autres	  techniques	  de	  typage	  comme	  l'AFLP	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(Amplified	   Fragment	   Length	   Polymorphism),	   et	   les	   techniques	   basées	   sur	   le	   typage	   d'éléments	  




Figure	   19:	   Arbre	   obtenu	   par	   Neighbor-­‐joining	   sur	   la	   base	   de	   l'indice	   de	   Dice,	   montrant	   la	   diversité	   des	  
souches	  de	  X.	  citri	  pv.	  citri	  à	  partir	  de	  données	  AFLP	  
Les	   différents	   pathotypes	   sont	   représentés	   comme	   suit	   :	   ( ,	   ):	   pathotype	   A;	   (■):	   pathotype	   A*;	   (▲):	  
pathotype	  Aw.	  Les	  symboles	  indiquent	  l'origine	  géographique	  des	  souches	  du	  pathotype	  A.	  ( ):	  pathotype	  
A	  venant	  du	  Sud-­‐est	  asiatique;	  ( ):	  pathotype	  A	  provenant	  d'Asie	  de	  l'ouest.	  Les	  chiffres	  entre	  parenthèses	  
indiquent	   l'origine	   géographique	   des	   souches	   du	   pathotype	   A*	   :	   (1):	   Arabie	   Saudite;	   (2):	   Floride;	   (3):	  
Péninsule	   Indienne;	   (4):	   Iran;	   (5):	  Oman;	   (6):	   Thaïlande	  et	  Cambodge.	   Les	  branches	   caractérisées	  par	  des	  
valeurs	  de	  bootstrap	  inférieures	  à	  80	  %	  sont	  représentées	  en	  pointillés.	  D'après	  (60).	  











Sur	  la	  base	  des	  données	  AFLP,	  les	  souches	  appartenant	  aux	  pathotypes	  A*/AW	  montrent	  une	  plus	  
grande	   diversité	   que	   celles	   appartenant	   au	   pathotype	   A,	   et	   montrent	   une	   structuration	   en	  
fonction	   de	   leur	   origine	   géographique	   (Figure	   19).	   La	   plupart	   des	   souches	   A	   sont	   étroitement	  
reliées,	   quelques	   souches	   originaires	   d'Asie	   de	   l'ouest	   (Pakistan,	   Inde,	  Maldives	   et	   Bangladesh)	  
plus	  récemment	  caractérisées	  étant	   légèrement	  plus	  divergentes.	  L'utilisation	  du	   logiciel	  DAPC	  a	  
distingué	  à	  partir	  de	  données	  minisatellites	  huit	  groupes	  de	  souches	  ancestrales	  des	  souches	  A*	  à	  
partir	  d'une	  collection	  mondiale	  de	  115	  individus	  (4	  A*,	  1Aw,	  et	  3A)	  (données	  non	  publiées).	  
3.3.3 Les	  déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  chez	  Xci	  
Bien	   que	   causés	   par	   deux	   groupes	   phylogénétiquement	   distincts	   (citri	   et	   aurantifolii),	   les	  
symptômes	   du	   chancre	   asiatique	   et	   du	   chancre	   sud-­‐américain	   sont	   similaires	   sur	   leur	   hôte	  
commun,	   le	   limettier	   (C.	  aurantifolia).	   Les	   pathotypes	   A	   et	   A*/AW	   induisent	   des	   symptômes	  
identiques	  sur	   leurs	  hôtes	  communs	  :	  C.	  macrophylla	  et	   les	   limettiers.	  De	  même,	  bien	  que	  dotés	  
de	   gamme	   d'hôtes	   différentes,	   la	   symptomatologie	   observée	   ne	   diffère	   pas	   en	   fonction	   du	  
pathotype	  ou	  du	  groupe	  génétique	  des	  souches	  considérées.	  Ceci	  implique	  qu'un	  certain	  nombre	  
de	  mécanismes	  de	  l'interaction	  sont	  conservés	  pour	  aboutir	  à	  la	  formation	  du	  chancre.	  Ou	  alors,	  
que	   les	  différentes	   souches	  ont	   fait	   convergé	   les	  mécanismes	  de	   l'interaction	  aboutissant	   à	  des	  
symptômes	  identiques.	  Les	  différences	  observées	  de	  gamme	  d'hôtes	  entre	  les	  deux	  groupes	  A	  et	  
A*/AW	  	  se	  traduisent	  par	  l'absence	  de	  symptômes.	  Parmi	  celles	  qui	  présentent	  une	  gamme	  d'hôtes	  
restreinte,	  seules	  certaines	  souches	  induisent	  des	  réactions	  de	  type	  HR	  (les	  souches	  AW).	  
Ces	  souches	  ont	  donc	  évolué	  pour	  s'adapter	  aux	  agrumes	  et	   il	  est	  probable	  que	   la	  majorité	  des	  
déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci	  relèvent	  de	  cette	  adaptation	  spécifique	  aux	  agrumes.	  
La	   section	   suivante	   fait	   état	  des	   connaissances	   actuelles	   sur	   les	   effecteurs	  de	   type	  3,	   les	   autres	  
déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci	  ayant	  été	  abordés	  précédemment	  (section	  1.2.3).	  
Les	   déterminants	   du	   pouvoir	   pathogène	   connus	   à	   l'heure	   actuelle	   ont	   été	   identifiés	   par	  
l'intermédiaire	   de	   banques	   génomiques,	   via	   le	   séquençage	   des	   souches,	   mais	   aussi	   par	   des	  
analyses	  de	  transcriptomique	  (56,	  97,	  178,	  232,	  273,	  419).	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3.3.4 Le	  génome	  de	  Xci	  
Le	  génome	  de	  Xci	   (souche	   IAPAR	  306)	  a	  été	   intégralement	  séquencé	  par	  une	  équipe	  brésilienne	  
(97).	  Il	  possède	  un	  chromosome	  circulaire	  de	  plus	  de	  5	  millions	  de	  paires	  de	  bases	  (5	  175	  554	  pb)	  
ainsi	  que	  deux	  plasmides	  pXac33	  (33	  699	  pb)	  et	  pXac64	  (64	  920	  pb).	  Ces	  deux	  plasmides	  portent	  
55	   gènes	   de	   fonction	   inconnue	   et	   leurs	   origines	   de	   réplication	   n'ont	   pas	   été	   déterminées.	   Les	  
régions	  codantes	  représentent	  85%	  de	  la	  taille	  du	  chromosome	  et	  61	  %	  de	  la	  taille	  des	  plasmides.	  
Le	  génome	  de	  Xci	  est	  riche	  en	  éléments	  transposables	  qui	  sont	  distribués	  tout	  au	  long	  du	  génome.	  
108	   éléments	   mobiles	   identifiés	   ont	   été	   groupés	   dans	   27	   types	   différents	   d'éléments	  
transposables.	  Les	  séquences	  insertionnelles	  (IS)	  en	  font	  partie.	  Plusieurs	  de	  ces	  IS	  sont	  situés	  dans	  
des	  régions	  présentant	  des	  biais	  d'usage	  de	  codons	  et	  des	  contenus	  en	  G+C	  altérés,	  ce	  qui	  suggère	  
que	   ces	   gènes	   ont	   pu	   être	   obtenus	   par	   transfert	   horizontal,	   et	   sont	   potentiellement	   impliqués	  
dans	  les	  phénomènes	  d'évolution	  du	  spectre	  d'hôtes	  de	  la	  bactérie	  (97)	  (Tableau	  3).	  
	  
	  
Tableau	  3	  :	  Informations	  générales	  sur	  les	  génome	  séquencés	  de	  Xci.	  	  
Souche	  306,	  XauB	  souche	  ICBP	  11122	  ,	  XauC	  souche	  ICPB	  10535	  	  et	  X.	  axonopodis	  pv.	  citrumelo	  souche	  F1	  
(d'après	   (97,	   202,	   273)).	   (1)	   indique	   que	   les	   données	   viennent	   de	   données	   de	   séquençage	   de	   génome	  
incomplètes.	  NA	  indique	  que	  l'information	  n'a	  pas	  pu	  être	  déterminée	  du	  fait	  du	  séquençage	  incomplet.	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Au	  cours	  de	  ces	  dernières	  années	  les	  génomes	  des	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  appartenant	  à	  
d'autres	  pathovars	  ont	  été	  séquencés	  avec	  différentes	  qualités	  d'assemblage	  (génomes	  complets	  
ou	   sous	   forme	   de	   scaffolds).	   Parmi	   eux	   figurent	   les	   génomes	   de	   pathovars	   pathogènes	   sur	  
agrumes:	  Xanthomonas	   citri	   pv.	  aurantifolii	  pathotypes	  B	  et	  C	   (respectivement	   les	   souches	   ICBP	  
11122	   (XauB)	   pour	   le	   pathotype	   B	   et	   ICPB	   10535	   (XauC)	   pour	   le	   pathotype	   C)	   (273),	   et	  
Xanthomonas	  axonopodis	  pv.	  citrumelo	  (202)	  .	  Ces	  données	  révèlent	  les	  similarités	  et	  différences	  
pour	   les	   gènes	   impliqués	   dans	   le	   pouvoir	   pathogène,	   et	   potentiellement	   dans	   la	   spécificité	  
d'hôtes	  :	   système	   de	   sécrétion	   de	   type	   3	   et	   T3E	   associés	   (détaillés	   dans	   la	   section	   3.3.3),	   la	  
synthèse	  de	  LPS,	  le	  QS,	  le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  IV,	  la	  synthèse	  du	  flagelle,	  la	  mobilité.	  Les	  
séquences	  des	  plasmides	  de	  Xci	  pXac33	  et	  pXac64	  se	  retrouvent	  partiellement	  dans	  les	  contigs	  de	  
XauB	   et	  XauC	   :	  46%	  et	  61%	  respectivement	  pour	  XauB,	   46%	  et	  55%	  respectivement	  pour	  XauC,	  
alors	  qu'aucun	  plasmide	  n'a	  été	  décelé	  chez	  Xanthomonas	  axonopodis	  pv.	  citrumelo	  (Xacm)	  (202,	  
273).	  
3.3.5 Les	  T3E	  chez	  Xci	  
Dans	   ce	   travail,	   nous	   nous	   intéressons	   à	   l'ensemble	   des	   effecteurs	   de	   type	   3	   et	   à	   leur	   rôle	  
potentiel	  dans	  la	  différenciation	  de	  gamme	  d'hôtes	  entre	  les	  pathotypes	  A	  et	  A*.	  
Le	  T3SS	  et	  les	  T3E	  qui	  lui	  sont	  associés	  jouent	  un	  rôle	  primordial	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci.	  
Différents	  mutants	  du	  système	  hrp	   sont	  dépourvus	  de	  virulence	  après	   infiltration	  sur	   feuilles	  de	  
citronnier	  :	   HrcN	   impliquée	   dans	   l'assemblage	   du	   pilus,	   HrcQ,	   HrcR	   ou	   HrcS,	   HrcV,	   protéines	  
codées	   par	   les	   gènes	   hrc	   et	   impliquées	   dans	   la	   partie	   centrale	   du	   translocon,	   ou	   encore	   les	  
protéines	  HrpF	  et	  HpaB	  impliquées	  dans	  la	  translocation	  des	  effecteurs)	  (117,	  419).	  HpaB	  est	  une	  
protéine	  chaperone	  impliquée	  dans	  la	  sécrétion	  de	  l'effecteur	  TAL	  AvrBs3	  chez	  X.	  	  euvesicatoria	  et	  
pourrait	  être	  impliquée	  dans	  la	  sécrétion	  de	  PthA4	  chez	  Xci	  (66).	  Tous	  ces	  mutants	  ont	  perdu	  leur	  
pouvoir	  pathogène	  du	  fait	  de	  l'absence	  de	  translocation	  des	  T3E	  dans	  la	  cellule	  hôte.	  Ils	  perdent	  
également	  la	  capacité	  à	  induire	  la	  réaction	  hypersensible	  (HR)	  sur	  plantes	  non-­‐hôtes	  (coton,	  tabac,	  
tomate,	  haricots	  et	  poivrons,	  par	  exemple)	  (117).	  
3.3.5.1 Le	  régulon	  hrp	  chez	  Xci	  
HrpG	  et	  HrpX	   jouent	   un	   rôle	   de	   coordination	   des	   traits	   de	   virulence	   chez	  Xci	   (178).	   A	   partir	   de	  
données	   d'hybridation	   sur	   puce	   à	   ADN,	   l'analyse	   des	   gènes	   régulés	   par	   HrpG	   et	   HrpX	   a	   révélé,	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outre	  un	  set	  de	  24	  gènes	  directement	  impliquées	  dans	  le	  T3SS,	  la	  sécrétion	  de	  23	  T3E	  sur	  milieu	  
minimum	  et	  29	  enzymes	  sécrétés	  par	   le	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	   II.	  Par	  ailleurs,	  un	  certain	  
nombre	  de	  gènes	  contenant	  des	  PIP-­‐box	  imparfaites	  ou	  des	  gènes	  dépourvus	  de	  PIP	  box	  sont	  aussi	  
contrôlés	   par	   HrpX.	   Grace	   à	   ce	   système,	   Xci	   régule	   de	   multiples	   activités	   en	   réponse	   à	  
l'environnement	   (c'est	   à	   dire	   ici	   son	   hôte)	   telles	   que	   la	   synthèse	   d'acides	   aminés,	   la	  
phosphorylation	  oxydative,	   la	   voie	  des	  pentose	  phosphates,	   le	   transport	  de	   sucres,	  de	   fer	  et	  de	  
potassium	  et	  le	  catabolisme	  des	  composés	  phénoliques	  (178).	  
3.3.5.2 Les	  effecteurs	  de	  Xci	  	  
26	  effecteurs	  ont	  été	  identifiés	  chez	  Xci	  sur	  la	  base	  d'analyses	  bioinformatiques	  ou	  de	  criblages	  de	  
banques	  génomiques	  (131,	  202,	  273,	  330)	  (Tableau	  4).	  Deux	  d'entre	  eux	  sont	  des	  pseudogènes	  :	  
xopC2	  et	  xopF2,	  et	  un	  effecteur	  a	  été	  identifié	  pour	  son	  rôle	  dans	  un	  phénotype	  particulier	  chez	  les	  
souches	  du	  pathotype	  AW:	  avrGf1	  (=xopAG)	  (voir	  ci-­‐après)	  
L'accès	   aux	   données	   de	   génomes	   complets	   d'autres	   bactéries	   du	   genre	   Xanthomonas	   dont	  
certains	  pathogènes	  des	  agrumes	  permet	  de	  classer	  les	  effecteurs	  de	  Xci	  en	  plusieurs	  catégories,	  
selon	   qu'ils	   sont	   conservés	   chez	   un	   grand	   nombre	   de	   Xanthomonas,	   spécifiques	   des	   pathovars	  
pathogènes	   sur	   agrumes,	   spécifiques	   des	   souches	   responsables	   du	   chancre	   bactérien,	   ou	   alors	  
spécifiques	  de	  Xci.	  
1)	  Neuf	  xop	  partagés	  par	  un	  grand	  nombre	  de	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas.	  La	  plupart	  des	  
génomes	  séquencés	  de	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	   contiennent	  un	  répertoire	  commun	  de	  
neuf	  effecteurs	  (à	  part	  X.	  campestris	  pv.	  armoraciae	  qui	  n'en	  contient	  que	  six	  et	  X.	  albilineans,	  et	  
XauC	  qui	  n'en	  contiennent	  que	  sept).	  Les	  effecteurs	  codés	  par	  les	  gènes	  avrBs2,	  xopK,	  xopL,	  xopN,	  
xopP,	  xopQ,	  xopR,	  xopX	  et	  xopZ	  sont	  probablement	  essentiels	  (et	  possiblement	  redondants)	  pour	  
le	  pouvoir	  pathogène	  des	  Xanthomonas	  sur	  leur	  plante	  hôte.	  Certains	  d'entre	  eux	  ont	  fait	  l'objet	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  4:	  Répertoires	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-­‐	  AvrBs2	  a	  été	  décrit	  dans	  les	  phénomènes	  de	  ETI.	  Il	  induit	  une	  réaction	  d'hypersensibilité	  
sur	   les	   plants	   qui	   portent	   le	   gène	   de	   résistance	   Bs2	   et	   est	   indispensable	   au	   pouvoir	  
pathogène	   sur	   les	   hôtes	   sensibles.	   Différentes	   races	   de	   X.	  euvesicatoria	   montrant	   des	  
allèles	   résistants	   de	   AvrBs2	   ont	   été	   décrites.	   Les	   races	   4	   et	   6	   sont	   caractérisées	   par	  
l'insertion	  du	  motif	  de	  5bp	  CGCGC	  en	  position	  1526	  à	  la	  suite	  de	  la	  séquence	  microsatellite	  
CGCGC	  CGCGC	  CGCGC.	  Ce	  rajout	  d'une	  répétition	   introduit	  un	  codon	  stop	  prématuré	  qui	  
abolit	  ainsi	  l'avirulence	  de	  la	  protéine.	  Cette	  insertion	  suffit	  pour	  déjouer	  la	  reconnaissance	  
par	   Bs2	  mais	   réduit	   la	   fitness	   des	   souches	   (371).	   Quelques	   mutations	   ponctuelles	   non	  
synonymes	   ont	   également	   montré	   une	   perte	   de	   fonction	   de	   cet	   effecteur	   (413).	   Sa	  
sécrétion	  est	  très	  rapide	  car	  décelée	  3h	  après	  inoculation	  dans	  les	  cellules	  de	  son	  hôte	  chez	  
X.	  euvesicatoria	  (71).	  	  
-­‐	   XopL	   appartient	   à	   famille	   de	   protéine	   particulière	   de	   type	   NB-­‐LRR	   impliquée	   dans	   les	  
interactions	   protéine-­‐protéine	   et	   l'interférence	   avec	   la	   PTI	   mise	   en	   évidence	   par	   une	  
activité	  E3	  ubiquitine	  ligase	  chez	  X.	  campestris	  pv.	  campestris	  (205,	  353).	  
-­‐	  XopN	  :	  Sa	  structure	  en	  répétitions	  suggère	  son	  implication	  dans	  les	  interactions	  protéine-­‐
protéine.	   Les	  mutants	   de	  X.	  euvesicatoria	   délétés	   de	  xopN	   ont	   une	   croissance	   réduite	   et	  
perte	  de	  pouvoir	  pathogène	   sur	   les	   cultivars	   sensibles	  de	   tomate.	  XopN	   interagit	   avec	   le	  
domaine	   cytosolique	   de	   TARK1	   (Tomato	   Atypical	   Receptor-­‐Like	   Kinase1)	   et	   TFT1	   de	   la	  
tomate	   et	   réprime	   la	   PTI	   par	   répression	   des	   gènes	   normalement	   activés	   par	   la	   voie	   des	  
PAMP	  (dans	  ce	  cas	  TARK1)	  et	  réduit	  également	  le	  dépôt	  de	  callose	  (220).	  Cet	  effecteur	  est	  
absent	  chez	  XauC.	  
-­‐XopP	  et	  XopQ	  sont	  impliqués	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène	  de	  X.	  campestris	  pv.	  campestris	  
(205).	   xopQ	   est	   par	   ailleurs	   un	   déterminant	   d'avirulence	   chez	   P.	  syringae	   pv.	  tomato	  
(orthologue	  de	  hopQ1-­‐1)	  qui	  délété	  confère	  à	  la	  bactérie	  la	  capacité	  de	  se	  développer	  sur	  
N.	  bentamiana	  non	  hôte	  (406).	  	  
XopX	   interfère	   probablement	   avec	   l'immunité	   innée,	   rendant	   la	   plante	   plus	   sensible	   à	  
X.	  euvesicatoria	  (268).	  




2)	   Six	   T3E	   sont	   présents	   chez	   certains	   pathovars	   du	   genre	  Xanthomonas	  et	   sont	   communs	   aux	  
souches	   qui	   forment	   le	   chancre.	   Ces	   T3Es	   sont	   dotés	   de	   fonctions	   variables	   d'un	   pathogène	   à	  
l'autre,	  pouvant	  être	  facteur	  de	  virulence	  chez	  un	  pathovar,	  et	  facteur	  d'avirulence	  à	  l'origine	  de	  
réactions	  incompatibles	  pour	  d'autres	  :	  xopI,	  xopV	  xopAD	  et	  xopAK,	  xopE1,	  xopAP	  sont	  présents	  
chez	   toutes	   les	   souches	   qui	   forment	   le	   chancre	   ainsi	   que	   chez	   la	   souche	   X.	   axonopodis	  
pv.	  citrumelo	  pathogène	  faible	  des	  agrumes.	  
XopI:	   contient	   un	   domaine	   F-­‐box	   impliqué	   dans	   les	   interactions	   protéines-­‐protéines	   et	  
impliqués	  dans	  les	  processus	  d'ubiquitination.	  
XopV	   :	   Son	   expression	   est	   hrp-­‐dependante	   et	   son	   rôle	   dans	   l'interaction	   n'est	   pas	  
déterminé	  (140)	  
XopAD:	  Cet	  effecteur	  appartient	  à	  la	  classe	  des	  protéines	  à	  motif	  SKWP	  mises	  en	  évidence	  
chez	  R.	  solanacearum.	  Ces	  motifs	  sont	  des	  répétitions	  de	  42	  acides	  aminés	  partageant	  une	  
courte	   séquence	   consensus	   "SKWP",	   et	   sont	   apparentées	   aux	   répétitions	   de	   type	  
heat/armadillo	  chez	  les	  eucaryotes	  qui	  sont	  des	  structures	  en	  hélice	  α	  impliquées	  dans	  les	  
interactions	  protéines-­‐protéines.	  L'orthologue	  Rsc1839	  chez	  R.	  solanacearum	  contient	  des	  
répétitions	  SKWP	  et	  il	  est	  requis	  pour	  la	  croissance	  optimale	  dans	  les	  tissus	  de	  l'aubergine	  
(256).	  
XopAK	  est	  un	  orthologue	  de	   l'effecteur	  hopK1	   chez	  P.	  syringae	  pv.	  tomato	  mais	   son	   rôle	  
d'effecteur	  chez	  les	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  n'a	  pas	  été	  démontré	  (310)	  
XopE1:	  appartient	  à	  la	  famille	  des	  transglutaminases	  (HopX,	  AvrPphE	  family)	  qui	  comprend	  
une	   triade	   catalytique	   ainsi	   qu'un	   domaine	   N-­‐terminal	   conservé.	   Chez	   P.	  syringae	  
pv.	  tomato,	   ces	   deux	   structures	   sont	   nécessaires	   pour	   les	   activités	   d'avirulence	   sur	  
Arabidopsis	  	  et	  sur	  haricots	  résistants	  (286).	  
XopAP:	   appartient	   à	   la	   classe	   III	   des	   lipases	   et	  montre	   des	   similarités	   de	   séquence	   avec	  





3)	  Trois	  xop	  sont	  présents	  uniquement	  chez	  Xci	  et	  XauB	  
xopAQ	  :	  montre	  des	  similarités	  de	  séquence	  avec	  les	  effecteurs	  de	  R.	  solanaceraum	  rip6	  et	  
rip11	  pour	  lesquels	  aucun	  domaine	  connu	  n'a	  été	  décelé	  (279)	  
xopE2	  et	  xopAE	  sont	  communs	  à	  XauB	  et	  Xci	  et	  sont	  représentés	  chez	  certains	  pathovars	  
de	   Xanthomonas.	   XopE2	   appartient	   à	   la	   famille	   HopX/AvrPpheE	   ou	   "xopE",	  
transglutaminases	   (voir	   ci-­‐dessus	   xopE1),	   et	   XopAE	   est	   caractérisé	   par	   des	   répétitions	  
riches	   en	   leucines	   (LRR).	   Cet	   effecteur	   représente	   la	   famille	   des	   protéines	   HpaF	   qui	   est	  
souvent	   trouvée	   au	   sein	   du	   cluster	   hrp.	   La	   mutation	   de	   hpaF	   induit	   la	   diminution	   de	  
l'agressivité	  chez	  X.	  axonomodis	  pv.	  glycines	  (221).	  
4)	  quatre	   familles	  d'effecteurs	  sont	  présentes	  chez	  certains	  pathovars	  de	  Xanthomonas	  dont	   les	  
souches	   qui	   induisent	   le	   chancre,	   et	   sont	   absentes	   de	   la	   souche	   X.	   axonopodis	   pv.	  citrumelo,	  
pathogène	  peu	  agressif	  des	  agrumes.	  Il	  s'agit	  de	  xopAI,	  xopE3,	  hrpW	  et	  les	  effecteurs	  TAL	  (détaillés	  
ci-­‐après	  section	  3.3.5.3).	  
hrpW	  ressemble	  à	  une	  harpine	  car riche en glycine, ne contient pas de cystéine, fait 
une HR sur tabac, et possède en plus un domaine pectate lyse en C-terminal.	  Cette	  
protéine	  est	  sécrétée	  par	  le	  T3SS	  et	  élicite	  des	  réactions	  de	  type	  HR	  sur	  plantes	  non	  hôtes,	  
comme	   par	   exemple	   chez	   Erwinia	   amylovora	   (218).	   Cependant,	   son	   rôle	   de	   facteur	   de	  
virulence	  chez	  les	  bactéries	  du	  genre	  Xanthomonas	  n'a	  pas	  été	  démontré.	  (218).	  
	  XopAI	  présente	  un	  structure	  modulaire	  avec	  des	  similarités	  avec	  un	  domaine	  ADP-­‐ribosyl	  
transferase	  de	  l'effecteur	  HopO1-­‐1	  de	  l'espèce	  P.	  syringae	  dans	  sa	  partie	  C-­‐terminale,	  ainsi	  
qu'un	  motif	  conservé	  en	  N-­‐terminal	  avec	  la	  partie	  N	  terminale	  de	  l'effecteur	  xopE2	  présent	  
chez	  de	  nombreux	  pathovars	  de	  Xanthomonas,	  mais	   son	   rôle	  dans	   la	   virulence	  n'est	  pas	  
déterminé.	  
XopE3	  appartient	  à	  la	  famille	  des	  transglutaminases	  (xopE),	  enzymes	  capables	  de	  modifier	  
les	  protéines	  de	  l'hôte	  (286)	  (voir	  ci-­‐dessus	  xopE1).	  
xopE3	   et	   xopAI	   appartiennent	   à	   un	   cluster	   de	   15	   kb	   qui	   serait	   un	   ilot	   génomique	   (274)	  
entouré	  de	  transposases.	  Les	  gènes	  de	  cette	  région	  associés	  aux	  effecteurs	  xopAI	  et	  xopE3	  
pourraient	  avoir	  un	  rôle	  important	  dans	  la	  formation	  du	  chancre,	  la	  mutation	  de	  plusieurs	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d'entre	   eux	   ayant	   montré	   des	   modifications	   de	   phénotype	   de	   virulence	   (232,	   274).	   La	  
présence	   de	   ce	   cluster	   chez	   Xci	   et	   Xau	   pourrait	   ainsi	   constituer	   un	   socle	   commun	   aux	  
souches	  formatrices	  de	  chancre.	  
-­‐	  xopA	   (hpa1)	   se	   retrouve	   uniquement	   chez	  Xci.	   Cette	   protéine	   élicite	   les	   défenses	   non-­‐
hôtes	  sur	  tabac,	  poivron,	  Arabidopsis,	  et	  dans	  une	  moindre	  mesure	  de	  faibles	  réactions	  de	  
défense	  sur	  agrumes.	  Toutefois,	  Xci∆hpa1	   induit	  un	  nombre	   réduit	  de	  symptômes	   (après	  
infiltration).	  L'analyse	  des	  feuilles	  montre	  l'altération	  de	  la	  morphologie	  du	  mésophylle	  et	  
l'augmentation	  de	   l'agrégation	  des	  bactéries	   in	  planta,	  ce	  qui	  augmente	   l'agressivité	  et	   la	  
fitness	   du	   pathogène.	   Seule	   la	   partie	   N-­‐terminale	   de	   la	   protéine	   serait	   responsable	   des	  
propriétés	  de	  virulence,	  les	  réactions	  de	  défense	  étant	  élicitées	  aussi	  bien	  par	  la	  partie	  C-­‐
terminale	  que	   la	   partie	  N-­‐terminale	  de	   la	   protéine	   (350).	   chez	  X.	  euvesicatoria,	  XopA	  est	  
sécrété	  par	   le	  T3SS	  mais	  n'est	  pas	   transloqué	  dans	   les	  cellules	  hôtes,	   ce	  qui	   suggère	  que	  
XopA	  serait	  une	  partie	  du	  translocon	  Hrp	  plutôt	  qu'un	  effecteur	  de	  type	  3	  (66).	  
Les	  gènes	  xopW,	  xopB,	  xopE4,	  xopJ5	   (avrXccB),	  xopAF,	  xopF1,	  xopC1	  et	  xopAJ	  sont	  présents	  chez	  
les	   souches	   XauB	   et/ou	   XauC	   et	   les	   effecteurs	   associés	   peuvent	   ainsi	   être	   impliqués	   dans	   la	  
spécialisation	  d'hôtes	  de	  ces	  souches	  par	  rapport	  au	  spectre	  d'hôtes	  de	  Xci	  (Tableau	  4).	  
Cinq	  T3E	  du	  répertoire	  identifié	  chez	  la	  souche	  Xci	  306	  ont	  été	  caractérisés	  pour	  leur	  rôle	  dans	  le	  
pouvoir	   pathogène:	   PthA4,	   AvrXacE1	   (XopE1),	   AvrXacE2	   (XopE3)	   et	   XopL	   (XAC3090),	   ainsi	   que	  
XopAG	  (AvrGf1)	  chez	   les	  souches	  Aw	  ,	   la	  principale	  caractérisation	  étant	   le	   rôle	  prépondérant	  de	  
PthA4	  dans	  l'induction	  de	  l'hyperplasie	  et	  l'hypertrophie	  cellulaire	  (116,	  118,	  330,	  366,	  419).	  
La	   souche	   Xci	   IAPAR	  306	   contient	   un	   certain	   nombre	   d'effecteurs	   contribuant	   au	   pouvoir	  
pathogène.	   pthA4	   est	   un	   effecteur	   de	   la	   famille	   des	   effecteurs	   TAL	   indispensable	   au	   pouvoir	  
pathogène	   de	   Xci,	   puisque	   sa	   mutation	   supprime	   les	   symptômes	   du	   chancre	   et	   notamment	  
l'hyperplasie	  et	  l'hypertrophie	  cellulaire.	  Contrairement	  aux	  mutants	  du	  système	  hrp	  (hpaB,	  hrcV,	  
hrcN),	  le	  mutant	  pthA4	  garde	  la	  capacité	  d'induire	  des	  symptômes	  de	  type	  chlorose	  (419).	  De	  plus,	  
la	  population	  bactérienne	  de	  ce	  mutant	  est	  20	  fois	  inférieure	  à	  celle	  de	  la	  souche	  non	  mutée,	  mais	  
supérieure	  à	  celle	  des	  mutants	  hrp.	  Ces	  différences	  montrent	   l'importance	  des	  autres	  effecteurs	  
sécrétés	  par	  le	  T3SS	  dans	  l'induction	  de	  la	  maladie	  et	  la	  survie	  in	  planta.	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La	   mutation	   de	   12	   effecteurs	   ("Xop")	   individuellement	   par	   insertion	   de	   transposons	   n'a	   pas	  
montré	  de	  résultat	  concluant	  sur	   leur	  effet	  à	   l'échelle	   individuelle	  (131).	  Ceci	  doit	  probablement	  
être	  lié	  à	  la	  redondance	  des	  effecteurs,	  mais	  aussi	  du	  fait	  du	  rôle	  majeur	  de	  PthA4	  qui	  masquerait	  
les	   subtilités	   phénotypiques	   des	   différents	   effecteurs	  mutés.	   L'analyse	   des	   trois	   effecteurs	   chez	  
Xci:	  XopE1,	  XopE3,	  XopL	  a	  montré	  que	  les	  mutants	  xopE1	  et	  xopE3	  causent	  des	   lésions	  avec	  une	  
zone	  nécrotique	  plus	   large	  que	   la	   souche	  sauvage,	  ces	  effecteurs	  étant	  probablement	   impliqués	  
dans	  différentes	  voies	  métaboliques	  aboutissant	  aux	  phénomènes	  de	  nécrose	  (118).	  
Le	  gène	  avrGf1	  (=	  xopAG	  selon	  la	  nomenclature	  standardisée	  des	  T3E)	  joue	  un	  rôle	  important	  dans	  
la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes,	  étant	  partiellement	  responsable	  des	  symptômes	  de	  HR	  sur	  
orange	   (C.	  sinensis)	   et	   pomelo	   (C.paradisi)	   observés	   chez	   certaines	   souches	   à	   gamme	   d'hôtes	  
étroite	   (330).	   La	   mutation	   de	   avrGf1	   chez	   les	   souches	   Aw	   ne	   restaure	   pas	   complètement	   leur	  
pouvoir	   pathogène	   sur	   pomelo,	   ce	   qui	   indique	   que	   d'autres	   gènes	   sont	   impliqués	   dans	   la	  
restriction	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  de	  ce	  groupe	  de	  souches.	  xopAG	  a	  par	  ailleurs	  été	  décrit	  chez	  les	  
souches	  XauB	  et	  XauC	  avec	  une	  différence	  notable	  :	   il	  est	   interrompu	  par	  un	  transposon	  chez	   la	  
souche	  XauB.	  La	  HR	  déclenchée	  par	  XauC	  sur	  pomelo	  pourrait	  être	  liée	  à	  la	  présence	  de	  xopAG	  qui	  
est	  identique	  à	  44%	  du	  point	  de	  vue	  de	  la	  séquence	  protéique	  à	  xopAG	  chez	  Xci-­‐AW	  (273).	  
La	   comparaison	  des	   contenus	  en	  effecteurs	  de	   la	   souche	  Xci	   IAPAR	  306	  et	  des	   souches	  XauB	   et	  
XauC	   montre	   ainsi	   des	   variabilités	   de	   contenu	   en	   effecteurs	   "non	   TAL"	   et	   leur	   rôle	   dans	   la	  
spécialisation	  d'hôtes	  entre	  ces	  souches	  n'est	  pas	  connu.	  La	  capacité	  à	  induire	  les	  symptômes	  de	  
type	  chancreux	  est	  quant	  à	  elle	  fondamentalement	  liée	  à	  un	  effecteur	  TAL	  (voir	  ci-­‐après).	  
3.3.5.3 Les	  effecteurs	  TAL	  chez	  Xci	  
La	  présence	  d'effecteurs	  TAL	  est	  un	  déterminant	  majeur	  du	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci.	  L'effecteur	  
TAL	  PthA4	  (souche	  IAPAR	  306)	  ou	  PthA	  (souche	  LMG	  9322)	  de	  17,5	  répétitions	  est	  responsable	  de	  
la	   formation	   du	   chancre	   chez	   les	   souches	   de	   Xci.	   Les	   souches	   délétées	   de	   pthA4	   ne	   sont	   plus	  
capables	   de	   former	   le	   chancre	   ni	   d'induire	   les	   phénomènes	   d'hypertrophie	   et	   d'hyperplasie	  
cellulaire	  associés,	  phénomènes	  qui	  participent	  également	  au	  bon	  relargage	  des	  bactéries	  et	  leur	  
dissémination.	   Transféré	   chez	   d'autres	   bactéries	   du	   genre	  Xanthomonas	   faiblement	   pathogènes	  
sur	   les	   agrumes	   et	   dépourvues	   d'effecteurs	   TAL	   (X.	  alfalfae	   subsp.	  citrumelonis,	   X.	  alfalfae	  
subsp.	  alfalfae	   et	  X.	  axonopodis	  pv.	  cyamopsidis),	   le	   gène	  pthA4	   confère	   la	   capacité	   d'induire	   le	  
chancre	   sur	   différentes	   espèces	   de	   Citrus.	   Le	   transfert	   in	   planta	   du	   plasmide	   pXcB	   porteur	   de	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l'orthologue	  	  pthB	  vers	  une	  souche	  de	  Xci	  non	  pathogène	  (ptha::Tn5)	  indique	  que	  pthB	  confère	  un	  
avantage	  sélectif	  fort	  à	  la	  souche	  réceptrice	  (121)	  (voir	  section	  1.4.6).	  Dans	  le	  contexte	  génétique	  
de	  ces	  souches	  dépourvues	  d'effecteur	  TAL,	  la	  présence	  de	  PthA4	  suffit	  à	  induire	  le	  chancre	  (367).	  
L'expression	  transitoire	  de	  pthA4	  dans	  les	  cellules	  hôtes	  après	  bombardement	  particulaire	  suffit	  à	  
induire	   les	  symptômes	  du	  chancre	  sur	   feuilles	  d'oranger	   (116).	  Cet	  effecteur	  TAL	  a	  donc	  un	  rôle	  
essentiel	  et	   suffisant	  pour	   l'induction	  du	  chancre.	  PthA4	  a	  également	  une	   fonction	  d'avirulence.	  
Introduit	   dans	  X.	  citri	   subsp.	  malvacearum	   ou	  X.	  axonopodis	   pv.	  phaseoli,	   ces	   souches	   n'ont	   pas	  
acquis	  la	  capacité	  à	  provoquer	  le	  chancre	  sur	  agrumes	  et	  ont	  développé	  la	  capacité	  à	  induire	  une	  
réaction	  hypersensible	  sur	  leur	  hôte	  d'origine,	  le	  coton	  et	  le	  haricot,	  respectivement	  (368).	  	  
Sur	   la	   base	   de	   données	   d'hybridation	   par	   Southern	   blot,	   la	   diversité	   des	   effecteurs	   TAL	   a	   été	  
caractérisée	   dans	   une	   collection	   de	   souches	   induisant	   le	   chancre	   bactérien	   (241).	   La	   majeure	  
partie	   des	   souches	   est	   caractérisée	   par	   un	   profil	   de	   une	   à	   quatre	   bandes,	   soit	   un	   contenu	  
minimum	  de	  un	  à	  quatre	  effecteurs	  TAL,	  une	  bande	  pouvant	  correspondre	  à	  deux	  paralogues	  de	  
taille	  similaire	  mais	  de	  séquences	  différentes.	  Les	  souches	  du	  pathotype	  A	  incluent	  à	  cette	  étude	  
ont	   toutes	   un	   minimum	   de	   trois	   effecteurs	   TAL	   alors	   que	   les	   souches	   Xci	   A*,	   AW,	   et	   X.	  c.	  
pv.	  aurantifolii	   types	   B	   et	   C	   ont	   montré	   des	   profils	   contenant	   de	   un	   à	   trois	   effecteurs	   TAL	  
(Tableau	  	  5).	  Cette	  étude	  montre	  aussi	  que	  les	  souches	  du	  pathotype	  A	  sont	  caractérisées	  par	  une	  
plus	   grande	   variabilité	   de	   contenus	   en	   effecteurs	   TAL,	   sur	   la	   base	   d'haplotypes	   définis	   par	   le	  
nombre	  et	  la	  taille	  des	  bandes	  observées	  (241).	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  Tableau	  5:	  Les	  différents	  effecteurs	  TAL	  caractérisés	  chez	  Xci	  et	  X.	  citri	  pv.	  aurantifolii	  
	  
La	  participation	  des	  différents	  effecteurs	  TAL	  de	  Xci	  à	   la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  des	  
différents	   pathotypes	   de	   Xci	   a	   été	   étudiée	   par	   différentes	   approches:	   insertion	   de	   transposon,	  
criblage	  de	  banques	  génomiques,	  et	  séquençage	  des	  différents	  effecteurs	  TAL	  (6,	  352,	  419,	  425).	  	  
La	  participation	  des	  effecteurs	  TAL	  à	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  chez	  les	  Xci	  est	  encore	  
sujette	  à	  controverse.	  Une	  première	  étude	  a	  visé	  à	  caractériser	  le	  rôle	  des	  effecteurs	  TAL	  des	  cinq	  
groupes	  de	  X.	  citri	   responsables	  de	   chancre	   :	  Xci	   pathotypes	  A,	  A*,	  Aw,	   et	  X.	  citri	   pv.	  aurantifolii	  
pathotypes	  B	  et	  C	  et	  notamment	  leur	  capacité	  de	  complémentation	  d'une	  souche	  du	  pathotype	  A	  
n'induisant	   plus	   de	   chancre.	   Chacun	   de	   ces	   groupes	   comporte	   un	   effecteur	   TAL	   de	   17,5	  
répétitions.	   Ces	   effecteurs	   TAL	   sont	   isofonctionnels	   et	   n'ont	   aucune	   incidence	   sur	   le	   spectre	  
d'hôtes	  de	   la	   souche	   receveuse,	  que	   ce	   soit	   entre	   les	  pathovars	   citri	  et	  aurantifolii	   ou	  entre	   les	  
pathotypes	  A,	  A*	  et	  AW.	  Il	  n'y	  a	  donc	  pas	  de	  restriction	  ni	  d'élargissement	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  dus	  
à	   l'effecteur	   TAL	   de	   17,5	   répétitions.	   Les	   différents	   effecteurs	   TAL	   de	   la	   souche	   Xci	   LMG	  9322	  
(appartenant	  pathotype	  A)	  ont	  par	  ailleurs	  été	  conjugués	  dans	  la	  souche	  Xc270*	  appartenant	  au	  
pathotype	   A*.	   Aucun	   des	   effecteurs	   TAL	   testés	   n'a	  modifié	   le	   spectre	   d'hôtes	   de	   cette	   souche.	  
Autrement	  dit,	  à	  l'échelle	  individuelle,	  les	  effecteurs	  TAL	  non	  inducteurs	  de	  chancre	  de	  la	  souche	  
Xci-­‐A	   LMG	  9322	   ne	   permettent	   pas	   à	   la	   souche	   A*	   d'être	   virulente	   sur	   une	   plus	   large	   gamme	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d'hôtes.	  Le	  rôle	  de	  ces	  effecteurs	  TAL	  dans	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  dans	  le	  contexte	  
génétique	  de	  la	  souche	  Xci-­‐A	  LMG	  9322	  n'est	  pas	  déterminé	  puisqu'ils	  n'ont	  pas	  été	  mutés.	  	  
D'autre	  part,	  la	  littérature	  fait	  également	  état	  d'effecteurs	  TAL	  impliqués	  dans	  la	  restriction	  de	  la	  
gamme	  d'hôtes	  ou	  la	  diminution	  de	  l'agressivité.	  L'insertion	  d'une	  cassette	  nptI-­‐sac	  a	  aboutit	  à	  la	  
création	   de	   nouveaux	   effecteurs	   TAL	   par	   induction	   de	   recombinaisons	   intragéniques	   de	   pthA4	  
(427).	  Inoculés	  sur	  pomelo	  Duncan	  (C.	  paradisi)	  par	  infiltration	  à	  108	  CFU/mL,	  les	  mutants	  obtenus	  
ont	   montré	   des	   différences	   de	   virulence	   et	   d'agressivité.	   Un	   des	   recombinants	   est	  
particulièrement	   intéressant	   :	   composé	   de	   10,5	   répétitions,	   sa	   virulence	   et	   son	   agressivité	   sont	  
parfaitement	  conservées.	  L'analyse	  de	   la	  séquence	  de	  ce	  clone	  indique	  qu'il	  est	  composé	  des	  11	  
premiers	  RVD	  de	  pthA4,	  par	  recombinaison	  aboutissant	  à	  l'assemblage	  des	  7	  premiers	  avec	  les	  3.5	  
derniers.	   	   Les	   autres	   recombinants	   inoculés	   ont	   montré	   des	   réponses	   variables	   sur	   plante,	  
induisant	  des	  symptômes	  d'agressivité	  variable	  ou	  des	  réactions	  de	  type	  HR	  plus	  ou	  moins	  fortes.	  
Du	   fait	  de	   la	   structure	  des	  effecteurs	  TAL	  en	   répétitions	  en	   tandem,	  on	  peut	  envisager	  que	  des	  
recombinaisons	  aient	   lieu	   in	  planta	  et	  que	   les	  différences	  de	  gamme	  d'hôtes	  chez	  Xci	   soient	   liés	  
aux	  effecteurs	  TAL,	  et	  particulièrement	  à	   la	  succession	  de	  RVD	  qui	   les	  caractérisent	  et	  aux	  cibles	  
végétales	  associées.	  
Un	   exemple	   de	   recombinaison	   entre	   effecteurs	   TAL	   a	   été	  mis	   en	   évidence	   chez	   un	   groupe	   de	  
souches	   isolées	   dont	   l'agressivité	   est	   réduite	   sur	   pamplemoussier	   Tachibana	   (C.	  maxima)	   (352).	  
Ces	   souches	   contiennent	   toutes	   l'effecteur	   TAL	   hssB3.0,	   et	   son	   inactivation	   par	   insertion	   du	  
transposon	  Tn5	  rétablit	  le	  pouvoir	  pathogène	  de	  ces	  souches	  sur	  Tachibana.	  L'introduction	  de	  ce	  
gène	   TAL	   hssB3.0	   chez	   les	   souches	   normalement	   virulentes	   sur	   le	   pamplemoussier	   Tachibana	  
diminue	   leur	  pouvoir	  pathogène,	   indiquant	   son	   rôle	  dans	   la	   restriction	  de	   la	  gamme	  d'hôtes.	   La	  
région	   centrale	   répétée	  de	  hssB3.0	   est	   une	   chimère	  de	  deux	   autres	   gènes	   TAL	   (pB3.1	   et	  pB3.7)	  
présents	   dans	   la	   même	   souche.	   Cette	   observation	   indique	   que	   la	   recombinaison	   entre	   les	  
différents	  gènes	  TAL	  existe	  chez	  Xci,	  et	  qu'elle	  génère	  de	  nouveaux	  effecteurs	  TAL	  fonctionnels,	  ce	  
qui	   peut	   aboutir	   à	   une	   modification	   de	   la	   gamme	   d'hôtes.	   Il	   existe	   donc	   au	   moins	   une	  
démonstration	  du	  rôle	  des	  effecteurs	  TAL	  dans	  la	  restriction	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  chez	  Xci.	  
Au	  delà	  de	  la	  spécificité	  liée	  aux	  RVD,	  les	  travaux	  de	  Lin	  ont	  montré	  que	  la	  mutation	  d'une	  sérine	  
en	  proline	  dans	   la	   répétition	  "zéro"	  de	  pthA4	   (au	  niveau	  du	  32e	  acide	  aminé	  sur	   les	  34	  de	  cette	  
répétition)	  est	  responsable	  du	  phénotype	  particulier	  de	  souches	  dites	  "Af",	  souches	  induisant	  des	  
87
Synthèse bibliographique
symptômes	   typiques	   sur	   lime	   mexicaine	   mais	   induisant	   des	   lésions	   plates,	   nécrotiques,	   et	  
entourées	   d'un	   liseré	   aqueux	   sur	   pomelo	   (C.	  paradisi).	   Ces	   travaux	  montrent	   l'importance	   de	   la	  
séquence	   de	   la	   répétition	   "zéro"	   dans	   l'induction	   des	   symptômes.	   Curieusement,	   cette	   proline	  
n'est	  pas	  située	  au	  niveau	  d'un	  RVD,	  ce	  qui	  suggère	   l'importance	  des	  autres	  acides	  aminés	  de	   la	  
répétition	  zéro	  pour	  la	  définition	  de	  la	  gamme	  d'hôtes.	  	  
Les	   analyses	   par	   puce	   à	   ADN	   d'orange	   transformée	   avec	   les	   effecteurs	   TAL	   de	   la	   souche	   Xci	  
IAPAR	  306	  ont	  montré	  que	  PthA4	   induit	  un	   large	  set	  de	  gènes	  associés	  à	   la	  division	  cellulaire	  et	  
l'expansion	   relativement	   aux	   gènes	   induits	   par	   PthA2.	   Ces	   deux	   effecteurs	   TAL	   semblent	  
également	   induire	   l'expression	   de	   gènes	   communs,	   et	   certains	   gènes	   ne	   sont	   induits	   que	   par	  
PthA2,	   ce	   qui	   indique	   qu'ils	   contribueraient	   au	   développement	   des	   symptômes	   de	   manière	  
additive	  (114)	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4 Problématique	  et	  objectifs	  
Bien	  qu'aucun	  processus	  de	  sélection	  variétale	  des	  agrumes	  n'ait	  été	  mené	  pour	  la	  résistance	  au	  
chancre	  asiatique	  des	  agrumes,	  la	  bactérie	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  qui	  est	  responsable	  de	  cette	  
maladie	  a	  été	  classée	  en	  trois	  variants	  pathologiques	  en	  fonction	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  (364,	  399).	  
Les	  souches	  du	  pathotype	  A	  sont	  pathogènes	  sur	  une	  très	  large	  gamme	  d'hôtes	  de	  la	  famille	  des	  
rutacées.	   Plus	   récemment	   décrites,	   les	   souches	   du	   pathotype	  A*	   sont	   pathogènes	   sur	   limettier	  
Mexicain	   et	   sur	   le	   porte	   greffe	   Citrus	   macrophylla	   mais	   ne	   sont	   pas	   capables	   d'induire	   les	  
symptômes	  du	  chancre	  sur	  oranger	  et	  pomelo,	  hôtes	  habituellement	  très	  sensibles	  au	  chancre.	  Un	  
troisième	  variant	  appelé	  AW	  partageant	  la	  même	  gamme	  d'hôtes	  étroite	  que	  celle	  des	  souches	  du	  
pathotype	  A*	   a	   été	   décrit	   sur	   la	   base	   de	   symptômes	   de	   type	   réaction	   hypersensible	   (HR)	   sur	  
certains	  hôtes	  dont	  le	  pomelo	  (C.	  paradisi)	  et	  l'oranger	  doux	  (C.	  	  sinensis)	  (364).	  
La	  formation	  du	  chancre	  des	  agrumes	  est	  déterminée	  par	  l'action	  d'un	  effecteur	  de	  type	  3	  (T3E)	  de	  
la	   famille	  des	  TAL	  (Transcription	  Activator	  Like)	   (367,	  368)	  sécrété	  dans	   la	  cellule	  végétale	  par	   le	  
système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3.	  Le	  séquençage	  de	  la	  souche	  IAPAR	  306	  appartenant	  au	  pathotype	  
A	  a	  mis	  en	  évidence	  un	  certain	  nombre	  de	  déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci	  dont	  26	  T3E	  
(97)	   possiblement	   sécrétés	   par	   le	   T3SS	   conjointement	   aux	   effecteurs	   TAL.	   Les	   travaux	   récents	  
suggèrent	  un	   lien	  entre	   répertoires	  de	  T3E	  et	  gamme	  d'hôtes	  chez	  Pseudomonas	  syringae	   (335)	  
ainsi	  que	  chez	  les	  pathovars	  du	  genre	  Xanthomonas	  (186-­‐188).	  La	  mise	  en	  évidence	  de	  l'effecteur	  
XopAG	  (AvrGf1)	  comme	  responsable	  des	  réactions	  de	  type	  HR	  des	  souches	  du	  pathotype	  AW	  sur	  
pomelo	   (330)	   soutient	   l'hypothèse	  du	   rôle	   des	   T3E	  dans	   la	   détermination	  de	   la	   gamme	  d'hôtes	  
entre	  les	  pathovars	  de	  Xci.	  La	  distribution	  des	  T3E	  dans	  les	  différents	  pathovars	  de	  Xci	  n'est	  à	  ce	  
jour	   pas	   caractérisée,	   il	   est	   donc	   probable	   que	   c’est	   parmi	   ce	   répertoire	   de	   gènes	   qu’il	   faut	  
rechercher	  les	  déterminants	  de	  la	  spécificité	  d’hôte	  et	  de	  l’agressivité	  des	  souches	  A	  et	  A*.	  
Parmi	   ces	  effecteurs,	   la	   famille	  des	  effecteurs	  TAL	   fait	   l'objet	  de	   travaux	   considérables.	  Ces	  T3E	  
sont	  caractérisés	  par	  une	  structure	  particulière	  composée	  de	  répétitions	  centrales	  en	  tandem	  qui	  
déterminent	  la	  spécificité	  d'interaction	  avec	  les	  gènes	  à	  activer	  dans	  la	  cellule	  végétale	  (41).	  Leur	  
contribution	  à	   la	  détermination	  de	   la	  gamme	  d'hôtes	   chez	  Xci	   est	  encore	   sujette	  à	   controverse.	  
L'effecteur	  TAL	  responsable	  du	  chancre	  ne	  participe	  pas	  à	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  
(6).	   Cependant,	   différents	   travaux	   suggèrent	   l'implication	   des	   autres	   effecteurs	   TAL	   de	  Xci	  dans	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des	  modifications	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  dans	  certaines	  souches	  isolées	  (352,	  427)	  et	  la	  diversité	  de	  
contenu	  en	  effecteurs	  TAL	  semble	  être	  corrélée	  à	  la	  gamme	  d'hôtes	  (241).	  
L'objectif	  de	  cette	  thèse	  a	  été	  de	  caractériser	  le	  rôle	  des	  T3E	  dans	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  
d'hôtes	  de	  Xci.	  Afin	  de	  déterminer	  au	  mieux	   les	  spécificités	  de	  pathotype	  et	  non	  des	  spécificités	  
d'individus	   isolés,	   ce	   travail	   s'est	   appuyé	   sur	   un	   échantillonnage	   de	   souches	   représentatif	   de	   la	  
diversité	  mondiale	  connue	  de	  Xci.	  La	  structure	  moléculaire	  particulière	  des	  effecteurs	  de	  type	  TAL	  
a	  exigé	  un	  travail	  à	  part	  pour	  cette	  catégorie	  d'effecteurs	  .	  	  
Le	  premier	  objectif	  de	  ce	   travail	  de	   thèse	  présenté	  dans	   le	   chapitre	   II	   a	  été	  de	  mieux	  décrire	   la	  
diversité	  phénotypique	  des	  pathotypes	  de	  Xci	   et	  de	   caractériser	   les	   répertoires	  de	  T3E	  non	  TAL	  
afin	   de	   déterminer	   si	   les	   différences	   de	   gamme	   d'hôtes	   entre	   les	   pathotypes	   de	   Xci	   pouvaient	  
s'expliquer	  par	  la	  présence	  ou	  l'absence	  d'un	  ou	  plusieurs	  effecteurs.	  
Du	  fait	  de	  la	  mise	  en	  évidence	  d'un	  répertoire	  fortement	  conservé	  pour	  l'ensemble	  des	  souches	  de	  
Xci,	   le	   deuxième	   objectif	   a	   visé	   à	   déterminer	   si	   la	   spécialisation	   de	   la	   gamme	   d'hôte	   pouvait	  
s'expliquer	   par	   le	   polymorphisme	   allélique	   des	   T3E	   non	   TAL.	   Cette	   approche	   a	   été	   facilitée	   par	  
l'acquisition	  de	  42	  génomes	  de	  Xci	  et	  est	  présentée	  dans	  le	  chapitre	  III.	  Une	  phylogénie	  basée	  sur	  
les	   SNP	   obtenus	   par	   alignement	   de	   ces	   génomes	   a	   été	   réalisée.	   La	   reconstruction	   des	   états	  
ancestraux	  a	  permis	  de	  localiser	  les	  SNP	  propres	  aux	  T3E	  sur	  cette	  phylogénie.	  
Le	   troisième	   objectif	   de	   thèse	   a	   été	   de	   caractériser	   la	   diversité	   des	   effecteurs	   TAL	   de	  Xci	   pour	  
déterminer	  leur	  rôle	  dans	  la	  gamme	  d'hôtes	  de	  Xci.	  Les	  effecteurs	  TAL	  ont	  été	  caractérisés	  sur	  la	  
base	   de	   la	   détermination	   récente	   du	   code	   régissant	   la	   spécificité	   de	   l’interaction	   TAL-­‐ADN.	   Ce	  
travail	  a	  été	  complété	  par	  l'analyse	  des	  cibles	  des	  effecteurs	  TAL	  et	  par	  la	  validation	  de	  la	  cible	  de	  
pthA4	  responsable	  des	  symptômes	  du	  chancre	  des	  agrumes,	  ceci	  afin	  de	  comprendre	  la	  stratégie	  
déployée	   par	   les	   TAL	   de	   Xci	   lors	   de	   l'infection.	   Le	   chapitre	   IV	   s'articule	   donc	   en	   2	   parties:	   la	  
première	  se	  focalise	  sur	   la	  caractérisation	  du	  TAL	   induisant	   le	  chancre	  et	  de	  sa	  cible	  végétale,	   la	  
deuxième	  décrit	  la	  diversité	  des	  TAL	  non	  impliqués	  dans	  la	  formation	  du	  chancre	  chez	  Xci.	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II La	  distribution	  des	  effecteurs	  de	  type	  3	  ne	  
permet	  pas	  d'expliquer	  les	  différences	  de	  
gamme	  d'hôtes	  des	  pathotypes	  de	  
Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  
1 Problématique	  
Le	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci	  est	  indissociable	  du	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  et	  des	  protéines	  
sécrétées	   par	   ce	   système	   lors	   de	   l'interaction	   avec	   la	   plante.	   Le	   séquençage	   de	   la	   souche	  
IAPAR	  306	  a	  mis	  en	  évidence	  un	  certain	  nombre	  d'effecteurs	  de	  type	  3	  (T3E)	  sans	  que	  leur	  rôle	  soit	  
caractérisé	  (97,	  411).	  La	  découverte	  du	  rôle	  de	   l'effecteur	  XopAG	  (AvrGf1)	  mis	  en	  évidence	  pour	  
son	   induction	   de	   réactions	   d'hypersensibilité	   (HR)	   sur	   des	   souches	   AW	   trouvées	   en	   Floride	   a	  
suggéré	  le	  rôle	  de	  T3E	  à	  titre	  individuel	  dans	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  des	  différents	  
pathotypes	   de	   Xci	   (186,	   330).	   Afin	   de	   déterminer	   si	   d'autres	   T3E	   contribuaient	   à	   l'échelle	  
individuelle	  à	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  ou	  sous	  la	  forme	  de	  répertoires,	  nous	  avons	  
décidé	  de	  suivre	  une	  approche	  gène	  candidat	  à	  partir	  de	  la	  liste	  de	  T3E	  connus	  et	  identifiés	  chez	  le	  
genre	   Xanthomonas	   (410).	   L'étude	   des	   T3E	   a	   été	   réalisée	   sur	   un	   échantillonnage	   de	   souches	  
représentatif	   de	   la	   diversité	   génétique	   de	   Xci	   afin	   de	   caractériser	   leur	   contribution	   dans	  
l'adaptation	   à	   l'hôte	   en	   prenant	   ainsi	   en	   compte	   la	   diversité	   qui	   caractérise	   les	   différents	  
pathotypes.	  
L'objectif	  de	  cette	  première	  partie	  était	  de	  déterminer	  les	  profils	  pathologiques,	  génétiques	  et	  la	  
distribution	  des	  T3E	  des	  souches	  des	  pathotypes	  A,	  A*	  et	  AW.	  Dans	  le	  cas	  de	  T3E	  spécifiques	  d'un	  
pathotype,	   le	   rôle	   dans	   la	   détermination	   de	   la	   gamme	   d'hôtes	   a	   été	   évalué	   par	   mutagénèse	  
(délétion).	  Nous	  avons	  inclus	  à	  cette	  étude	  une	  souche	  de	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  bilvae,	  un	  agent	  
91
pathogène	   uniquement	   décrit	   en	   Inde	   provoquant	   des	   taches	   sur	   des	   rutacées	   cultivées	  Aegle	  
marmelos	  et	  Feronia	  elephantum	  	  et	  sur	  limettier	  Mexicain	  (75,	  217).	  	  
2 Méthodologie	  
Nous	  avons	  travaillé	  sur	  une	  collection	  de	  56	  souches	  établie	  à	  partir	  des	  données	  préalablement	  
obtenues	  dans	  notre	  équipe	  et	  décrivant	  la	  diversité	  mondiale	  de	  la	  bactérie	  (60),	  en	  incluant	  des	  
souches	   récemment	   isolées	   (Bangladesh)	   ou	   correspondant	   à	   des	   émergences	   géographiques	  
récemment	  décrites	  (Mali,	  Sénégal)	  (237,	  386)	  
Le	  génotypage	  par	  analyse	  AFLP	  	  a	  permis	  de	  décrire	  la	  diversité	  et	  les	  relations	  entre	  les	  souches	  
des	   différents	   pathotypes.	   Cette	   approche	   a	   déjà	   été	   pertinente	   pour	   l'analyse	   d'une	   collection	  
mondiale	   de	   souches	   (60)	   et	   nous	   a	   permis	   de	   placer	   les	   souches	   émergentes	   au	   sein	   de	   la	  
diversité	  actuellement	  décrite.	  
Le	   criblage	   des	   66	   effecteurs	   de	   Xanthomonas	   (Xop)	   listés	   dans	   les	   bases	   de	   données	  
(www.xanthomonas.org)	  a	  été	  effectué	  par	  PCR	  à	  l'aide	  de	  deux	  couples	  d'amorces,	  et	  complété	  
en	  cas	  de	  besoin	  par	  Southern	  blot.	  
La	  construction	  de	  mutants	  par	  délétion	  des	  effecteurs	  candidats	  potentiellement	  impliqués	  dans	  
la	  définition	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  a	  été	  réalisée	  à	  l'aide	  du	  système	  sacB	  (338).	  Les	  phénotypes	  de	  
virulence	  des	  souches	  mutées	  ont	  été	  vérifiés	  in	  planta.	  	  
La	   caractérisation	   phénotypique	   de	   la	   majorité	   des	   souches	   a	   été	   réalisée	   sur	   cinq	   espèces	  
d'agrumes:	   oranger	   Pineapple	   (C.	  sinensis),	   pomelo	   (C.	  paradisi),	   limettier	   Mexicain	  
(C.	  aurantifolia),	   limettier	   de	   Tahiti	   (C.	  latifolia),	   et	   le	   porte-­‐greffe	   Citrus	   macrophylla.	   Les	   deux	  
premières	  sont	  décrites	  comme	  discriminantes	  pour	   les	  souches	  des	  pathotypes	  A*	  et	  AW	  vs	   les	  
souches	  du	  pathotype	  A.	  L'agressivité	  des	  souches	  a	  été	  décrite	  à	  l'aide	  d'une	  échelle	  d'intensité	  et	  
d'un	  indice	  de	  développement	  de	  la	  maladie	  (DDi)	  permettant	  d'évaluer	  la	  réponse	  globale	  sur	  un	  
hôte	  au	  cours	  du	  temps.	  Des	  mesures	  de	  densité	  de	  population	  bactérienne	  dans	  les	  lésions	  et	  des	  
inoculations	   complémentaires	   sur	  Mandarinier	   Temple	   (C.	  temple),	  Mandarinier	   Fairchild	   SRA30	  
(C.	  reticulata),	  citronnier	  Meyer	  (C.	  meyer)	  et	  tangor	  Ortanique	  (C.	  reticulata	  ×	  C.	  sinensis)	  ont	  été	  
menées	  pour	  caractériser	  finement	  un	  sous-­‐groupe	  de	  souches	  ayant	  un	  phénotype	  atypique.	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3 Résultats	  et	  discussion	  
L'analyse	  par	  AFLP	  de	   la	  diversité	  des	   souches	  de	  Xci	  montre	  une	  plus	  grande	  diversité	  pour	   les	  
souches	  des	  pathotypes	  A*/AW	  à	  gamme	  d'hôte	  étroite	  comparée	  aux	  souches	  du	  pathotype	  A.	  La	  
plupart	  des	  souches	  des	  pathotypes	  A*/AW	  sont	  structurées	  par	  origine	  géographique.	  
Les	   souches	   du	   pathotype	   A*	   sont	   par	   ailleurs	   caractérisées	   par	   une	   grande	   diversité	   de	  
symptômes	  et	  d'agressivité	   sur	  oranger,	  pomelo	  et	  mandariniers	  alors	  qu'elles	  étaient	   jusque	   là	  
considérées	  comme	  non	  pathogènes	  sur	  ces	  hôtes.	  L'utilisation	  d'un	  indice	  de	  développement	  de	  
la	  maladie	  a	  permis	  de	  quantifier	  la	  maladie	  au	  cours	  du	  temps	  et	  de	  mettre	  en	  évidence	  un	  sous-­‐
groupe	  de	  souches	  A*	  iraniennes	  (JS584*,	  JS581*	  et	  JS582*)	  capables	  d'induire	  les	  symptômes	  du	  
chancre	   sur	   ces	  hôtes.	   Toutefois	   ces	   symptômes	   sont	  modérés	  en	   comparaison	  des	   symptômes	  
induits	  par	  les	  souches	  du	  pathotype	  A	  sur	  ces	  hôtes.	  	  
Le	  criblage	  des	  effecteurs	  de	  type	  3	  des	  Xanthomonas	  (xop)	  a	  mis	  en	  évidence	  28	  effecteurs	  dans	  
la	  collection	  de	  souches	  de	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  dont	  26	  sont	  présents	  chez	  l'ensemble	  des	  
souches.	  Deux	  effecteurs	  sont	  présents	  uniquement	  chez	  certains	  clades	  du	  pathotype	  A*	  décrits	  
par	  AFLP	  et	  les	  origines	  géographiques	  des	  souches.	  	  
Deux	  clusters	  regroupent	  des	  souches	  contenant	  l'effecteur	  xopAG	  et	  appartenant	  aux	  pathotypes	  
A*	   et	   AW,	   et	   toutes	   ces	   souches	   induisent	   une	   réaction	   de	   type	   HR	   sur	   oranger	   Pineapple	   et	  
pomelo,	  Ces	  deux	  clusters	  sont	  génétiquement	  plus	  proches	  des	  souches	  du	  pathotype	  A	  que	  des	  
autres	  souches	  du	  pathotype	  A*.	  Cette	  observation	  suggère	  que	  l'effecteur	  xopAG	  a	  contribué	  à	  la	  
restriction	  d'hôte	  pour	  ces	  souches.	  
D'autres	  clusters	  de	  souches	  A*	  montrent	  des	  spécificités	  de	  répertoire	  :	  présence	  de	  l'effecteur	  
xopC1	  ou	  présence	  des	  éléments	  insertionnels	  ISXac5	  et	  IsXac1.	  L'analyse	  de	  la	  séquence	  du	  gène	  
xopC1	  et	  de	  la	  région	  génomique	  environnante	  suggère	  des	  transferts	  de	  gènes	  horizontaux	  avec	  
la	  souche	  Xanthomonas	  euvesicatoria	  85-­‐10.	  L'analyse	  de	  la	  séquence	  de	  xopAG	  et	  celle	  de	  xopAD,	  
effecteur	   interrompu	   par	   l'élément	   insertionnel	   ISXac5	   chez	   les	   souches	   AW,	   suggère	   que	   des	  
transferts	   horizontaux	   ont	   eu	   lieu	   entre	   Xci	   et	   Xanthomonas	   citri	   pv.	  bilvae	   NCPPB	  3213	   qui	  
partagent	  un	  hôte	  commun.	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Parmi	  les	  effecteurs	  variables	  ou	  parfois	  interrompus	  par	  des	  éléments	  insertionnels,	  seul	  xopAG	  
participe	  à	  la	  gamme	  d'hôte	  et	  la	  symptomatologie	  observées	  sur	  les	  hôtes	  étudiés.	  
La	  comparaison	  des	  répertoires	  d'effecteurs	  entre	  les	  souches	  de	  Xci	  et	  	  X.	  citri	  pv.	  aurantifolii	  type	  
B	  et	  C	  pathogènes	  du	  chancre	  Sud-­‐américain	  et	  pour	  lesquelles	  il	  existe	  des	  similarités	  de	  gamme	  
d'hôtes	  avec	  les	  souches	  du	  pathotype	  A*	  suggère	  que	  les	  répertoires	  d'effecteurs	  sont	  d'avantage	  
le	  reflet	  de	  la	  distance	  phylogénétique	  entre	  les	  espèces	  plutôt	  que	  le	  résultat	  de	  phénomènes	  de	  
convergence	  d'effectomes.	  	  
4 Conclusions	  
Les	   souches	   du	   pathotype	   A	   à	   large	   spectre	   d'hôtes	   sont	   caractérisées	   par	   une	   faible	   diversité	  
génétique,	  un	  répertoire	  de	  T3E	  fixe	  et	  une	  homogénéité	  de	  réponses	  phénotypiques	  alors	  que	  les	  
souches	   des	   pathotype	  A*/AW	   à	   gamme	  d'hôtes	   étroite	   sont	   caractérisées	   par	   une	   plus	   grande	  
diversité	  génétique	  et	  un	   répertoire	  d'effecteurs	   variable.	   Les	   souches	  du	  pathotype	  A*	  ont	  par	  
ailleurs	  montré	  des	  distinctions	  phénotypiques	  qui	  ne	  sont	  pas	  corrélées	  aux	  différents	  répertoires	  
en	  présence,	  la	  délétion	  des	  effecteurs	  candidats	  n'entraînant	  aucune	  modification	  du	  phénotype.	  
La	   principale	   structuration	   du	   répertoire	   d'effecteurs	   est	   intrinsèquement	   liée	   à	   la	   diversité	  
génétique,	  et	  de	  fait	  aux	  origines	  géographiques	  des	  souches	  du	  pathotype	  A*.	  La	  détermination	  
de	   la	   gamme	  d'hôtes	   restreinte	   de	   la	   lignée	   de	   souches	   A*/AW	   originaires	   de	   Floride,	   d'Inde	   et	  
d'Oman	  semble	  être	  partiellement	  expliquée	  par	  la	  présence	  de	  l'effecteur	  XopAG	  qui	   induit	  des	  
réactions	   hypersensibles	   sur	   pomelo	   et	   oranger.	   La	   définition	   de	   la	   gamme	   d'hôtes	   chez	   les	  
souches	  à	  gamme	  d'hôtes	  restreinte	  n'est	  donc	  pas	  déterminée	  uniquement	  par	  les	  répertoires.	  	  
5 Publication	  
Ces	  résultats	  ont	  donné	  lieu	  à	  une	  publication	  qui	  a	  été	  acceptée	  en	  janvier	  2013	  et	  qui	  s'intitule	  "	  
"Variations	   in	   type	   III	   effector	   repertoires,	   pathological	   phenotypes	   and	   host	   range	   of	  
Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  pathotypes"	  Escalon,	  A.,	  Javegny,	  S.,	  Verniere,	  C.,	  Noel,	  L.D.,	  Vital,	  K.,	  
Poussier,	  S.,	  Hajri,	  A.,	  Boureau,	  T.,	  Pruvost,	  O.,	  Arlat,	  M.	  and	  Gagnevin,	  L.	  (2013)	  Mol	  Plant	  Pathol.	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SUMMARY
The mechanisms determining the host range of Xanthomonas are
still undeciphered, despite much interest in their potential roles in
the evolution and emergence of plant pathogenic bacteria. Xan-
thomonas citri pv. citri (Xci) is an interesting model of host spe-
cialization because of its pathogenic variants: pathotype A strains
infect a wide range of Rutaceous species, whereas pathotype
A*/AW strains have a host range restricted to Mexican lime (Citrus
aurantifolia) and alemow (Citrus macrophylla). Based on a collec-
tion of 55 strains representative of Xci worldwide diversity
assessed by amplified fragment length polymorphism (AFLP), we
investigated the distribution of type III effectors (T3Es) in relation
to host range. We examined the presence of 66 T3Es from xan-
thomonads in Xci and identified a repertoire of 28 effectors, 26 of
which were shared by all Xci strains, whereas two (xopAG and
xopC1) were present only in some A*/AW strains. We found that
xopAG (=avrGf1) was present in all AW strains, but also in three A*
strains genetically distant from AW, and that all xopAG-containing
strains induced the hypersensitive response (HR) on grapefruit and
sweet orange. The analysis of xopAD and xopAG suggested hori-
zontal transfer between X. citri pv. bilvae, another citrus patho-
gen, and some Xci strains. A strains were genetically less diverse,
induced identical phenotypic responses and possessed indistin-
guishable T3E repertoires. Conversely, A*/AW strains exhibited a
wider genetic diversity in which clades correlated with geographi-
cal origin and T3E repertoire, but not with pathogenicity, according
to T3E deletion experiments. Our data outline the importance of
taking into account the heterogeneity of Xci A*/AW strains when
analysing the mechanisms of host specialization.
INTRODUCTION
Several factors may contribute to the emergence of new diseases:
the introduction of an existing pathogen into new geographical
areas, environmental changes that favour the spread of a patho-
gen or the broadening of the pathogen host range through rapid
evolution to overcome host defences and an increase in fitness
(Anderson et al., 2004). The investigation of the mechanisms
underlying the host range broadening or restriction of a pathogen
might aid in the understanding of emergences. Asiatic canker
caused by Xanthomonas citri pv. citri (Xci) is the most common
and most aggressive form of citrus canker. This invasive disease
occurs in more than 30 countries throughout the world, and is
currently emerging in Africa (Balestra et al., 2008; Derso et al.,
2009; Leduc et al., 2011; Traore et al., 2008). It affects most com-
mercial varieties of citrus, limiting citrus production worldwide
(Gottwald et al., 2002). In South America, it has been reported to
supplant the milder, geographically and host-restricted South
American canker (Xanthomonas citri pv. aurantifolii), referred to as
canker B and C, which has a much lower incidence on citrus
(Schubert et al., 2001). Xci enters host plant tissues through
stomata or wounds, and multiplies in the mesophyll. This patho-
gen induces erumpent, callus-like lesions with a water-soaked
margin on leaves, fruit and stem tissue. Severe attacks result in
extensive defoliation, premature fruit drop and twig dieback.
Strains of Xci have been classified into three pathogenic variants
(i.e. pathotypes) as they differ in host range but not in symptoma-
tology (Vernière et al., 1998). Strains of pathotype A are present
worldwide and have the widest host range (nearly all citrus
species and some related genera), although with differences in
susceptibility among species or cultivars. In contrast, strains of
pathotypes A* and AW have a narrow host range, mainly restricted
to Mexican lime (Citrus aurantifolia) and alemow (Citrus macro-
phylla) in natural conditions (Sun et al., 2004; Vernière et al.,
1998). Strains of pathotype AW have been distinguished from
strains of pathotype A* on the basis of hypersensitive response
(HR)-like symptoms on grapefruit (Citrus paradisi), sweet orange
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(Citrus sinensis), sour orange (Citrus aurantium), citron (Citrus
medica), Orlando tangelo (Citrus reticulate ¥ Citrus paradisi) and
trifoliate orange (Poncirus trifoliata) (Sun et al., 2004). A previous
description of the diversity of a collection of Xci by amplified
fragment length polymorphism (AFLP) analysis, insertion sequence
ligation-mediated polymerase chain reaction (IS-LM-PCR) typing
and multi-locus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA)
showed a congruent structure of Xci separating pathotypes A and
A*/AW (Bui-Thi-Ngoc et al., 2009). Furthermore, this study empha-
sized that the Xci population probably had a predominant clonal
structure and that A* strains showed a higher genetic diversity
than A strains. This result raised interesting questions about the
phylogenetic relationship and evolutionary histories of Xci patho-
types A, A* and AW.
Today, much remains to be learned about the molecular deter-
minants involved in pathogenicity and host range variations
reported among Xci pathotypes. The pathogenicity of most Xan-
thomonas depends on the conserved syringe-like type III secretion
system (T3SS, encoded by the chromosomal hrp—HR and
pathogenicity—gene cluster) capable of traversing the host cell
wall and membrane to inject effector proteins, called type III
effectors (T3Es), into the host cell cytoplasm (Alfano and Collmer,
1997). In compatible interactions, T3Es promote bacterial growth
and virulence. In incompatible interactions, they trigger specific
defences in resistant plants, and induce HR (Gurlebeck et al.,
2006; White et al., 2009). They constitute prime targets for muta-
tion and selection to evade the host immune system.
Recent work has speculated the likely role of T3Es as a group of
factors or ‘repertoire’ shaping the host ranges of individual Pseu-
domonas syringae strains (Sarkar et al., 2006) and many xan-
thomonads (Hajri et al., 2009, 2012a, 2012b). Documented
examples have shown the contribution of one or a few effectors in
the virulence of a specific strain on a specific host or cultivar
(Arnold and Jackson, 2011). In the Xanthomonas genus, effectors
named Xanthomonas outer proteins (Xops) have been described
according to studies based on functional assays, combined with
sequence and structural similarity searches of genomic data. They
are classified into 66 families (White et al., 2009) (Xanthomonas
resource website: http://www.xanthomonas.org/; R. Koebnik, IRD,
Montpellier, France, personal communication). In Xci, a functional
T3SS is necessary for infection, the formation of canker symptoms
on host plants and HR induction in nonhost plants (Dunger et al.,
2005). Twenty-six effector families are represented in the genome
of Xci IAPAR 306 (Da Silva et al., 2002). Furthermore, the effector
avrGf1 (=xopAG) was subsequently identified in AW strains (Rybak
et al., 2009), enlarging the Xci repertoire to 27 T3Es. XopAG has
been shown to be responsible for the induction of HR-like reactions
on grapefruit, putatively contributing to the specific interaction of
the pathogen. The deletion of xopAG partially restored canker
development on host species differentiating A and AW strains, yet
canker symptoms were less severe. This effector is also found in
Xanthomonas campestris pv. campestris sequenced genomes
(strains ATCC33913, B100, 8004) (Da Silva et al., 2002; Qian et al.,
2005; Vorhoelter et al., 2008), in Xanthomonas vesicatoria
ATCC35937 (Potnis et al., 2011), but not in the Xanthomonas
euvesicatoria sequenced strain (85-10) (Thieme et al., 2005),
which is phylogenetically closer to Xci IAPAR 306.The involvement
in pathogenicity of 13 of the 26 Xops found in the genome of the
model strain Xci IAPAR 306 was assessed by site-directed muta-
genesis on each individual effector (Figueiredo et al., 2011). This
study also included other candidate coding sequences revealed by
the presence of a conserved promoter element, known in Xan-
thomonas as plant-inducible promoter (PIP) boxes (Koebnik et al.,
2006;Wengelnik and Bonas, 1996). Apart from hrp genes and the
mutation of the key canker-inducing protein PthA4 belonging to
the transcription activator-like (TAL) effector family (Swarup et al.,
1991, 1992), none of the tested mutants reduced the ability to
cause citrus canker disease on grapefruit and Mexican lime leaves.
An understanding of the role of these effectors in host range
variations among Xci pathotypes requires further investigation.
The aim of this work was to investigate the role of T3Es in
defining the host specialization of Xci pathotypes. For this purpose,
we worked on a comprehensive worldwide collection of Xci strains
chosen to represent the known genetic diversity of the pathovar.
We characterized the pathogenicity of the strains based on several
tests to better assess their aggressiveness and host range, and we
identified their T3E repertoires.We based this screen on the poten-
tial Xop candidates described in the Xanthomonas genus, and
conducted PCR and Southern blot hybridization. In the case of
pathotype-specific candidate effectors, site-directed mutagenesis
was conducted to evaluate the role of single T3Es in the plant–
bacterium interaction.We also investigated how the different T3E
repertoires correlate with the genetic diversity of Xci.
RESULTS
AFLP analysis reveals the Xci global diversity and
geographical structure of A*/AW strain clusters
A collection of 55 Xci strains was built to represent Xci genetic
diversity based on a previous analysis and including recently iso-
lated strains (Bangladesh) and strains corresponding to recent
outbreaks (Mali and Senegal). A total of 169 AFLP fragments was
recorded, 105 of which were polymorphic.A total of 49 haplotypes
was identified within the strain collection. Graphical representa-
tions, a neighbour-joining (NJ) tree (Fig. 1) and metric multidimen-
sional scaling (MDS) plots (Fig. S1, see Supporting Information)
suggested a larger polymorphism for A*/AW strains. This higher
diversity was supported by Nei’s diversity indices: HE = 0.10 for
A*/AW strains vs. HE = 0.06 for A strains. A majority of A*/AW
clusters were supported by high bootstrap values (80%). Some
of these clusters contained strains originating from a single
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country (e.g. Ethiopia), whereas others contained strains from
several countries (e.g. Oman and India). Most A strains clustered
irrespective of their geographical origin, except in rare cases (e.g.
Bangladesh). A cluster of the three A* strains JF90-8*, LG100*
and LG116* from Oman and India (bootstrap of 71%) was found
close to a cluster of A strains containing LE116-1, LE117-1, LH1-3,
LH37-1 and NCPPB 3562 from Mali, Senegal and India (supported
by a bootstrap of 98%). Strains LG115* and NCPPB 3608* from
India and X2002-1035W and X2003-3218W from Florida formed a
subclade supported by a maximal bootstrap value (97%), and
were closer to A strains than to the other A* strains, based on the
MDS plot and NJ tree (Figs S1 and 1).
All Xci share a common repertoire of 26 T3Es and only
the host-restricted A* and AW strains contain a
variable repertoire
Repertoires of T3Es were defined in terms of the absence or
presence of portions of the corresponding sequence after PCR
amplification with two pairs of specific primers (Table S4, see
Supporting Information). We were able to define a common rep-
ertoire of 26 candidate T3Es, present in all tested Xci strains, and
a variable set of two candidate T3Es: xopC1 and xopAG (Table 1).
xopC1was present in only 13A* strains. xopAGwas present in the
two AW tested strains and in five A* strains (Fig. 1 and Table 1).
Among the 26 common T3Es, the two T3Es xopAD and xopAI were
detected by PCR with larger sizes than expected (2 kb and 1.2 kb,
respectively) in some A* and AW strains, suggesting the presence
of ISs (see below). The pathogen X. citri pv. bilvae strain NCPPB
3213, responsible for spot lesions on Rutaceae, shared 23 effectors
with Xci and contained two additional effectors: xopJ5 and xopB.
Southern blots were performed to validate the presence of T3Es
that were detected by PCR in only a few Xci strains or that were
not detected by PCR and previously reported in canker-forming
strains.We looked for the presence of two T3Es detected in a few
Xci strains by PCR: xopC1 and xopAG (false-negative results puta-
tively induced by primer mismatches). We also looked for the
presence of four T3Es [xopB, xopE4, xopAF and xopJ5 (=avrXccB)]
reported in South American citrus canker-forming strains Xan-
thomonas citri pv. aurantifolii type B ICBP 11122 (XauB) and type
C ICPB 10535 (XauC) (Moreira et al., 2010), and xopF1 previously
reported in other repertoire studies, including strains of Xci (Hajri
et al., 2009). The two effectors xopC1 and xopAG were only
detected from strains with positive results in PCR, and no hybridi-
zation was detected in Xci strains for the five markers xopB,
xopE4, xopAF, xopJ5 and xopF1. Overall, strains sharing the same
variable repertoire cluster in the sameAFLP clades were supported
by high bootstrap values (>70%) (Fig. 1).
0.003
A strains, common repertoire A* strains, common repertoire
A* strains, xopAG AW strains, xopAG + xopAD ISXac5
A* strains, xopC1 A* strains, xopC1 + xopAI ISXac1 A* strains, xopAI ISXac1


























A* strains, xopAG + xopAD ISXac5
Fig. 1 Amplified fragment length
polymorphism (AFLP) neighbour-joining tree.
Tree constructed using evolutionary genome
divergences among 55 Xanthomonas citri pv.
citri strains based on 169 AFLP markers.
Bootstrap values under 70% are not indicated.
The branch containing X. citri pv. bilvae should
be twofold longer and is represented by a
broken line. Symbols indicate the type III
effector (T3E) contents of each strain, either as
the common repertoire, the common repertoire
with additional genes or the common
repertoire with genes containing an insertion.
Geographical origins are indicated when they
are consistent with branching.
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Hierarchical clustering based on T3E content
Hierarchical clustering by Ward’s method was performed using a
matrix of T3E presence/absence built after homology searches of
the T3E candidate list on 27 Xci, X. citri pv. bilvae strain NCPPB
3213 draft genome sequences and genomes of XauB and XauC.
This clustering showed that the T3E repertoire does not distinguish
pathotypes, but rather reflects strain phylogenetic divergence, the
X. citri pv. bilvae strain NCPPB 3213 being closer to the Xci strains
than the two tested X. citri pv. aurantifolii strains (Fig. 2).
Sequencing analysis of two variable T3Es of Xci
reveals potential horizontal gene transfer (HGT)
events with other Xanthomonas strains
Sequencing analyses of the two variable T3Es and their flanking
regions were performed to better understand their distribution
and to assess whether differences in sequence could explain some
phenotypic variability among strains sharing the same variable
repertoire.
Sequence analysis of xopC1
The xopC1 gene was sequenced from four A* strains belonging to
three different AFLP clusters: CFBP 2911* from Pakistan, JF90-2*
from Oman and both JS584* from Iran and JK2-10* from Saudi
Arabia belonging to the same cluster as they displayed distinct
phenotypes on sweet orange and grapefruit (see below). Our
analysis showed that xopC1 DNA coding sequences were com-
pletely identical between Xci A* strains and had 98.8% homology
with xopC1 from X. euvesicatoria strains 85-10 and 75-3.Analysis
of the xopC1 upstream flanking region (1460 bp) and downstream
region (750 bp) for all four strains revealed that they were highly
homologous (98.8%–99.0%) to the corresponding regions border-
ing xopC1 in X. euvesicatoria 85-10. xopC1 had a G + C content of
48%, contrasting with the genomic average of 65.2%, and was
flanked by the insertion sequences IS1595 and IS1478. The pres-
ence of IS1595 had not been documented in Xci previously.
Sequence analysis of xopAG
The xopAG gene was sequenced from four Xci strains found in two
AFLP clades and of various geographical origins: X2003-3218W
from Florida and NCPPB 3608* from India,which were found in the
same subclade, and strains JF90-8* and LG116* from Oman and
India, respectively. The gene xopAG was also sequenced from
X. citri pv.bilvae strainNCPPB3213.xopAG fromAW strains differed
by one nonsynonymous single nucleotide polymorphism (SNP) from
xopAG found inA* strains NCPPB 3608*, JF90-8* and LG116*,and
had a G + C content of 56.9%, which was again lower than the
average value of the rest of the genome (65.2%). Orthologues of
xopAG were found in X. campestris pv. campestris B100 (80%
homology), XauC (55% homology) and interrupted by IS1479 in
XauB (55% homology) and X. citri pv. bilvae NCPPB 3213 (99%
homology), which induced a strong HR on grapefruit and sweet
orange. Based on unpublished draft genome sequence data, BLAST
analyses revealed the presence of the right-end inverted repeat of
ISXac4, 1240 bp downstream of xopAG (data not shown). Both G +
C content and the presence of IS elements suggested that both
xopC1 and xopAG might have been acquired through HGT.
Sequencing analysis of the larger amplicons of xopAD
and xopAI reveals the presence of IS elements
The larger amplicon obtained for xopAI was sequenced in strain
JF90-2*, and sequence analysis revealed that it was interrupted at
position 714 after the start codon (total length, 906 bp) by ISXac1,
a member of the IS4 family. Similarly, the larger amplicons
obtained by PCR for xopAD were sequenced from strains NCPPB
3608* and X2003-3218w, representative of the two pathotypes,
and sequence analysis revealed that xopAD was interrupted at
position 7989 (total length, 8652 bp) by ISXac5 related to
ISRso19, which belongs to the IS21 family. ISXac5 and ISRso19
had a similar size and shared 72.5% DNA homology, similar
inverted repeats and displayed two putative peptides which were
67% and 74% identical, respectively. Both ISs were bordered by
direct repeats of 6 bp. Comparison of the xopAD sequence
(without considering the IS element) showed that xopAD from
strains NCPPB 3608* and X2003-3218W shared 99.2% DNA
homology with the corresponding xopAD allele from X. citri pv.
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Fig. 2 Relationships between strains according to their variable repertoire.
Dendrogram built by Ward’s method (Maechler et al., 2012) based on the
variable repertoires of Xanthomonas citri pv. citri (Xci), X. citri pv. bilvae strain
NCPPB 3213, and X. citri pv. aurantifolii strains ICPB 11122 (XauB) and ICPB
10535 (XauC). All strains contain the common repertoire with the following
variations for A* strains: (a) common repertoire; (b) xopAIDISXac1; (c) xopC1;
(d) xopAIDISXac1 and xopC1; (e) xopAG; (f) xopAG and xopADDISXac5. AW
strains contain the common repertoire with xopADDISXac5 and xopAG.
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that, in strains possessing xopAG (including JF90-8*, NCPPB
3608* and X2003-3218W), the sequence of xopAD showed less
homology with xopAD orthologues in the other A* strains (95.9%)
and in A strains (97.6%) (data not shown) than with X. citri pv.
bilvae strain NCPPB 3213.
Phenotypic characterization on detached leaf assay
reveals that all A strains produce an identical
phenotypic response, whereas A*/AW strains show
heterogeneous responses depending on the host and
the strains
Phenotypic characterization was conducted to assess the role of
T3Es in the observed responses during the interaction with various
hosts.A disease scale was used to assess strain pathogenicity each
day post-inoculation (dpi) (Fig. S2, see Supporting Information),
and a disease development index (DDi) was calculated to assess
the global response of each tested strain, as values of the area
under the disease progression curve.As expected,X. citri pv. bilvae
strain NCPPB 3213 did not cause canker-like symptoms, but pro-
duced extensive water-soaked lesions on Mexican and Tahiti limes
and alemow, and HR-like responses on Pineapple sweet orange
and Marsh grapefruit.
All tested Xci strains showed similar typical erumpent, callus-
like lesions at 14 dpi on the nondiscriminant host species
(Mexican lime, Tahiti lime and alemow) with minor differences in
disease development and time of appearance of the epidermis
rupture (data not shown). As expected, inoculation of two
pathotype-discriminating host species, Pineapple sweet orange
and Marsh grapefruit, showed heterogeneous responses depend-
ing on the strains. On both host species,A strains produced typical
canker-like symptoms at 14 dpi, whereas A* strains elicited a
range of reactions without any correlation with the T3E content,
from no symptoms to erumpent symptoms for the three A* strains
from Iran (JS581*, JS582* and JS584*). The majority of A* strains
induced defence-like responses, which consisted of necrotic
tissues on grapefruit and/or sweet orange with variability in days
of appearance from 3 to 21 dpi. Representation of the disease
progression curves combined with the appearance of HR for a
subset of strains representative of the various pathogenic profiles
observed in this assay showed no HR-like responses for A strains
on these host species (Fig. S3, see Supporting Information). Strains
JS581*, JS582* and JS584*, which are further described below,
showed the same disease progression curve, and only strain
JS584* is represented. Based on DDi on sweet orange and grape-
fruit, three clusters of strains were identified. Cluster I contained
all 17 A strains which showed a homogeneous response to inocu-
lations, cluster II contained the three Iranian A* strains with inter-
mediate phenotypes (JS581* and JS582* showed exactly the
same phenotypic response and thus are not distinguishable on
Fig. 3), and cluster III contained all other A* andAW strains with no
typical canker lesions on discriminant host species. Overall, sweet
orange provided a better discriminative ability than grapefruit,
with Iranian A* strains being distinguished from A strains by a
delayed development of canker-like lesions. Strains of cluster II
were further inoculated, together with three A strains, on Temple
mandarin, Fairchild mandarin SRA30, Meyer lemon and Ortanique
tangor (mandarin C. reticulata ¥ sweet orange). Inoculation on
Meyer lemon and the two mandarin cultivars did not allow the
cluster II strains to be distinguished more clearly than on sweet
orange (data not shown). Interestingly, all cluster II strains induced
defence-like responses on Ortanique tangor without canker-like
lesions. A strains produced canker-like lesions, but the observed
reactions suggested a moderate aggressiveness on this host
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Fig. 3 Disease development indices (DDi) on
four host species. Forty-seven strains were
wound inoculated on detached leaves of
grapefruit and sweet orange (a), grapefruit and
alemow (b), and grapefruit and Mexican lime
(c). Clusters I, II and III represent subsamples
according to Tukey’s tests.
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species (Figs 4 and S2). Overall, the Xci phenotypic response was
variable for A* strains, but did not correlate with their T3E content.
Comparison of bacterial population in planta confirms
A* heterogeneous response on sweet orange
In order to better characterize the atypical interaction on detached
leaf assay of A* strains from Iran, which correspond to cluster II
(Fig. 3), we compared in planta bacterial multiplication of strain
JS584* (selected as a reference for cluster II) with A strain IAPAR
306 and A* strain CFBP 2911* (selected as references for clusters
I and III, respectively). As shown in Fig. 5, on Mexican lime at
24 dpi, all three strains reached population densities of 2.5 ¥ 107
to 1.3 ¥ 108 colony-forming units (CFU)/cm2, which is typical of
canker symptoms. On sweet orange at 8 dpi, strains JS584* and
IAPAR 306 showed nonsignificantly different mean population
sizes, whereas strain CFBP 2911* showed a much smaller popu-
lation size (Fig. 5). At 24 dpi, only strain IAPAR 306 reached large
population sizes (6.3 ¥ 108 CFU/cm2), whereas strains CFBP 2911*
and JS584* showed significantly smaller population sizes (accord-
ing to Tukey’s tests), thus confirming previous results (Fig. 5) (Bui-
Thi-Ngoc et al., 2010). Visual comparison at 24 dpi of the
symptoms caused by all three strains showed overall differences in
symptomatology that illustrated the differences observed in terms
of bacterial population sizes (Fig. 4), and confirmed that strain
JS584* is much less aggressive than A strains on sweet orange.
Strain JS584* induced small canker-like symptoms on sweet
orange, which is unexpected for A* strains, compared with the
symptomless strain CFBP 2911*. However, JS584* symptoms were
attenuated compared with the typical canker symptoms induced
by the A strain IAPAR 306, and this is consistent with population
sizes recovered in planta.
All A* and AW strains containing xopAG induce HR-like
responses on sweet orange and grapefruit
Considering that AW strains were first described as causing HR-like
reaction on various hosts, and that such responses depend on the
Fig. 4 Symptomatology of A and A* strains. Symptoms observed after infiltration of attached leaves (first two columns) and after wound inoculation of detached
leaves (last four columns) with A strain IAPAR 306, and A* strains JS584* and CFBP 2911*. The width of each photograph is approximately 15 mm for the first
two columns and 1.5 mm for the last four columns. CFU, colony-forming units.
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T3E xopAG (Rybak et al., 2009), all xopAG-containing strains were
submitted to infiltration to look for HR or symptom development,
and compared with a subset of 17 strains representative of Xci
genetic diversity and repertoire variability. After inoculation with
bacterial suspensions (1 ¥ 108 CFU/mL), typical water-soaked
lesions that evolved as canker symptoms at 4–6 dpi were
observed on Mexican lime, irrespective of the pathotype. On sweet
orange, mandarin and grapefruit, HR-like symptoms appeared at
3–6 dpi for strains X2003-3218W and X2002-1035W, and for
strains NCBBP 3608*, LG100*, LG115* and LG116* (from India)
and JF90-8* (from Oman), which all carry xopAG. Interestingly,
none of the strains that did not contain xopAG produced HR-like
symptoms on sweet orange, mandarin and grapefruit (Fig. S4, see
Supporting Information, and data not shown). On these hosts, A
strains induced typical canker symptoms, whereas A* strains
exhibited variable responses: chlorosis, blister-like lesions with
water soaking in the infiltrated area or canker-like symptoms,
depending on the strain and host species. Xanthomonas citri pv.
bilvae strain NCPPB 3213 induced water-soaking lesions on
Mexican lime and HR-like symptoms at 3 dpi on mandarin, sweet
orange and grapefruit. This strain contains xopAG, but also pos-
sesses other T3Es absent from Xci strains, and we cannot conclude
that xopAG is responsible for the HR-like symptoms observed for
this pathovar.
Deletion of xopC1 or xopAD does not alter
Xci pathogenicity
Xci is characterized by a variable repertoire of two T3Es: xopAG,
whose role in HR-like symptoms has already been shown (Rybak
et al., 2009), and xopC1. We also showed that both xopAD and
xopAI are interrupted by IS elements in several strains. The role of
xopAI has already been assessed by Figueiredo et al. (2011). They
showed that the pathogenicity of A strain IAPAR 306 was not
altered when xopAI was deleted. Therefore, we focused our study
on xopC1 and xopAD. xopC1 was deleted in strains JS584*R and
CFBP 2911*R, as these two strains showed different phenotypic
responses on sweet orange and pomelo. xopAD is interrupted in
several A* andAW strains by ISXac5, and so may not be functional.
To assess the role of the xopAD full-length protein in A
strains, strain IAPAR 306 was deleted for xopAD. Mutants
JS584*RDxopC1, CFBP 2911*RDxopC1 and IAPAR 306RDxopAD
showed similar symptoms to the rifampicin-derivative strains
when inoculated on detached leaves, as well as when infiltrated at
a concentration of 1 ¥ 105 CFU/mL (Fig. S5, see Supporting Infor-
mation). In planta population sizes between a given mutant and
its wild-type-resistant derivative were not significantly different at
8 and 24 dpi, according to Tukey’s tests. Population size differ-
ences did not exceed 0.48 log CFU/cm2 at 8 dpi and 0.30 log CFU/
cm2 at 24 dpi (Table S2, see Supporting Information).
DISCUSSION
Xci pathotype A* shows a wider genetic diversity than
pathotype A and a broad extent of reaction on several
Citrus species
Most studies aimed at understanding Xci virulence mechanisms
and host range specialization have focused on one strain (Dunger
et al., 2012; Figueiredo et al., 2011; Rybak et al., 2009; Yan and
Wang, 2012) or a set of strains (Al-Saadi et al., 2007).The choice of
a particular strain often relies on the availability of genomic data,or
of well-characterized phenotypes obtained by random mutagen-
esis. Therefore, only one of few pathological profiles can be tested
simultaneously. In both cases, the representativeness of a particular
strain or set of strains remains arbitrary and the genetic diversity of
Xci was not taken into account when studying determinants of its
host range. In this work,we wanted to characterize the role of T3Es
in Xci host range specialization, and we rationalized our choice of
strains to represent theworldwide genetic and phenotypic diversity
of the bacterium, based on previous studies (Bui-Thi-Ngoc et al.,
2009) and including strains from recent outbreaks (Balestra et al.,
2008; Derso et al., 2009; Leduc et al., 2011;Traore et al., 2008).We
first analysed the genetic relatedness between Xci pathotypes
using AFLP markers, which have the advantage of covering the
genome and being theoretically neutral.This analysis indicated that
strains from Xci pathotypes are differentiated into several clusters
which do not correlate with Xci pathotypes: all A* and AW strains
which contain xopAG cluster closer to A strains than to A* strains
(Figs 1 and S1). Pathotype A* strains are genetically more diverse































Fig. 5 Bacterial multiplication in Mexican lime and sweet orange. Means of
log colony-forming units (CFU) from 20 leaf discs (two experiments) after
inoculation at 105 CFU/mL. Error bars indicate standard deviation (SD).
Distinct letters indicate significant differences between strains at a given time
on a given host according to Tukey’s test.
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that this difference in terms of homogeneity/heterogeneity is cor-
related with their aggressiveness and virulence. Our results clearly
revealed that A strains are homogeneous in terms of host, types of
symptom and aggressiveness, whereas the pathogenicity of A*
strains is highly diverse on sweet orange, grapefruit and mandarin
(Figs 3, 4 and S3). The two tested AW strains exhibited one of the
several reactions observed for A* strains and, consistent with
previous data (Bui-Thi-Ngoc et al., 2010), AW and most A* strains
were not distinguished on the basis of their host range. Within
pathotype A*, no correlation was found between pathogenicity
profiles and genetic structure.We observed that A* Iranian strains
of our collection induced canker-like symptomswhen inoculated on
detached or attached leaves of grapefruit and sweet orange,
although the size of the canker symptoms was often more moder-
ate than those induced by A strains. Our results highlighted the
difficulty of assigning strains to a given pathotype on the sole basis
of detached leaf assay on grapefruit and sweet orange, and sug-
gested that Ortanique tangormay be a useful species for pathotype
identification based on pathogenicity test data. The genetic relat-
edness between A* strains did not correlate with differences in
symptomatology, as the latter A* strains from Iran (corresponding
to cluster II in Fig. 3), which had a high virulence on sweet orange
and grapefruit, belonged to the same clade as strains from Saudi
Arabia, which induced no symptoms on detached leaf assay or
when infiltrated (Figs 1 and 4). The classification of Iranian strains
within pathotypeA* was confirmed by the cumulative information
obtained by in planta population measurements on sweet orange
(two log units lower than those obtained for strain IAPAR 306 at
24 dpi), response to inoculations on several host species and
genotyping data (this study and data not shown).
The Xci variable repertoire does not explain host
specialization between pathotypes
Our T3E gene distribution analysis showed that Xci possesses a
common repertoire of 26 known T3Es which corresponds to the
average size of Xanthomonas repertoires described so far (Hajri
et al., 2012a, b;White et al., 2009). Xci repertoire variations do not
explain host specialization between Xci pathotypes. Several A*
strains shared the same repertoire as A strains, but belonged to
distant genetic clusters and induced different symptoms (Fig. 1).
Only A* strains exhibited variability in known T3Es (xopC1 and
xopAG), which showed a restricted distribution among Xan-
thomonas sequenced strains (Xanthomonas resource website:
http://www.xanthomonas.org/; R. Koebnik, personal communica-
tion). However, the distribution of T3Es among A* strains was not
correlated with symptomatology variation within this pathotype.
Deletion of xopC1 did not seem to alter pathogenicity, regardless
of the inoculation technique used (Fig. S5). The secretion of xopC1
in planta was shown for X. euvesicatoria, but no function modifi-
cation could be evidenced after deletion (Noel et al., 2003). The
close relatedness between the xopC1 orthologues and the pres-
ence of identical IS elements in the flanking regions suggests that
this T3E belongs to a ‘mobile module’ that has been inserted in
genomes by HGT mediated by mobile elements. The region in
which it is inserted in X. euvesicatoria contains multiple coding
sequences associated with mobile elements (Noel et al., 2003)
and is homologous with two nonadjacent regions of the genome
of Xci strain IAPAR 306 (one on the chromosome, one on plasmid
pXac64), in which the mobile module containing xopC1 is absent
(Fig. S6, see Supporting Information). We can therefore speculate
that this region is favourable for the insertion of mobile elements,
which could explain why xopAI (if it is located in the same area) is
interrupted by an IS in several A* strains. However, deletion of
xopC1 (this study, Fig. S5) and xopAI (Figueiredo et al., 2011) did
not show any selective advantage related to the plasticity of this
region for colonization on the tested citrus species. Similarly, the
effector xopAD is interrupted by the ISXac5 related to ISRso19 in
several AW strains, but the deletion of this effector (this study,
Fig. S5) did not modify its host range.
The Xci A*/AW T3E repertoire is closer to that of Xci A
than to that of South American canker-forming strains
despite homologies in host range
The variability of the response of A* strains on two pathotype-
discriminating host species, Pineapple sweet orange and Marsh
grapefruit; can be compared with the symptomatology and host
ranges characterizing South American canker-causing strains
XauB and XauC.A* strains from Iran (corresponding to cluster II in
Fig. 3) share many similarities in symptomatology with strains
causing canker B, which was described as primarily restricted to
lemon (C. limon), but also mildly pathogenic to sweet orange and
grapefruit, and was characterized by an in planta multiplication
ability lower than that of A strains (Moreira et al., 2010). Similarly,
A*/AW strains that contain xopAG exhibit the same pattern of
response as strains causing canker C, which is restricted to
Mexican lime and induces HR-like reactions on most other species
(Moreira et al., 2010). All strains of our collection shared a
common T3E repertoire identical to the repertoire of the
sequenced Xci A strain IAPAR 306. Although some T3Es could be
missed in our PCR screen, because of sequence divergence
between Xci and strains from which primers were designed,
homology searches of the effector candidate list on 28 Xci draft
genome sequences confirmed that T3E repertoires determined in
this study correspond to the T3E deduced from the genomic
sequences (data not shown). Despite the fact that host range-
restricted Xci A* strains and X. citri pv. aurantifolii display similar
host ranges, searches against the whole genome shotgun data-
base revealed several differences between citrus canker-forming
strains in their non-TAL effector repertoires. In addition, the 17.5-
repeat TAL-effector PthA4 from Xci IAPAR 306 and its homologues
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PthB in XauB and PthC in XauC have been reported to be func-
tionally interchangeable to induce canker symptoms when trans-
formed in strains A,A*,AW, B and C, without incidence on the host
range (Al-Saadi et al., 2007). Therefore, our results suggest that
the T3E repertoire may reflect phylogenetic divergence rather than
pathogenicity features, such as host range (Fig. 2).
A*/AW strains that contain xopAG are closely related
to A strains, and therefore xopAG may have
contributed to their host range restriction
The difficulty in demonstrating virulence roles for individual effec-
tors has been documented previously and is generally imputed to
functional redundancy (Kvitko et al., 2009). The role of single T3Es
has often been characterized in nonhost interactions, where they
are recognized by a corresponding resistance gene, resulting in
local cell death (HR). Here, we investigated the role of the Xci
variable T3E repertoire, but were unable to identify a single or
combination of effectors to explain Xci host range specialization. In
agreement with previous work showing that XopAG (AvrGf1) is
responsible for HR-like symptoms caused by Xci AW strains (Rybak
et al., 2009), we found that all A* and AW strains carrying xopAG
induced necrotic symptoms (HR-like) on grapefruit and sweet
orange within a few days. Mutants of Aw strains lacking xopAG
produced small pustules, typical of reactions induced by some A*
strains, but to a less severe extent than the disease reactions
induced byA strains in grapefruit (Rybak et al., 2009), thus indicat-
ing a possible role of another determinant of pathogenicity in host
range specialization of AW strains. All strains inducing similar phe-
notypic responses contained xopAG orthologues that were 99.9%
homologous at the protein level between strains. Both groups of
strains carrying xopAG were more closely related to A strains than
to other A* strains (Fig. 1). Strains carrying xopAG might have a
common ancestor in the Indian region and might have participated
in the evolution ofXci local host range specializations driving to the
current state: two clades ofA*/AW strains with a narrow host range
share homologies in symptomatology because of the effector
xopAG, and both are closely related to A strains.
The variable T3E repertoire of Xci is related to
phylogenetic placement and the geographical origins
of Xci pathotypes
Interestingly, xopC1 was found only in strains originating from
western Asia, but genetically distant. This finding is consistent
with the hypothesis of HGT between Xci strains. xopAG was first
described in Aw strains from Florida, but an Indian origin of the
Florida Aw strains is very likely (Schubert et al., 2001). The Xci
variable T3E repertoire, consisting of xopC1 and xopAG, but also
DNA rearrangements within xopAI and xopAD, can therefore be
linked to the geographical origin of the strains and their intrap-
athovar phylogenetic position, rather than to differences in host
range. Such results suggest that these Xci AFLP clades might have
distinct evolutionary histories.
Comparison of xopAG sequences among xanthomonads patho-
genic to citrus showed that xopAGXci was more closely related to
xopAG from X. citri pv. bilvae, which also induces HR on grapefruit
and sweet orange, than to xopAG from XauB and XauC (99% vs.
55% DNA homology). xopAD was present in all tested Xci strains
but, in strains that also possessed xopAG (which were the only
ones inducing HR on grapefruit and sweet orange), xopAD was
more homologous to the corresponding orthologue found in
X. citri pv. bilvae than to the orthologue present in Xci strains that
did not contain xopAG. Xanthomonas citri pv. bilvae has been
reported solely from India, where it shares Mexican lime (Chakra-
varti and Chaudhary, 1988) and, to a lesser extent, Aegle marme-
los and Feronia elephantum (Khan and Hingorani, 1970) as host
species with Xci. On the basis of these data, we hypothesize that
several T3Es may have been horizontally transferred between
X. citri pv. bilvae and some Xci strains in the Indian subcontinent
and that xopAG-containing strains may have subsequently spread
to Oman. This result is consistent with the very close genetic
relatedness between the xopAG-containing strains JF90-8* from
Oman and LG116* from India.
The monophyletic pathovar Xci is an interesting model for the
study of the contribution of the T3E repertoire to the intrapathovar
structure and host range variations reported among pathotypes.
We showed that, at the pathotype level, the T3E repertoire did not
explain Xci host range specialization. Previous studies have shown
that, in other Xanthomonas species, including X. axonopodis,
X. arboricola and X. oryzae, the composition of the T3E repertoires
and the host specificity of pathovars are correlated (Hajri et al.,
2009). A possible limitation is that we worked on Xops previously
identified in the genus Xanthomonas. Although these effectors
were identified on the basis of avirulence activity, co-regulation
with the T3SS or in silico prediction based on complete genome
sequences (White et al., 2009), there are probably other unsus-
pected T3Es to be discovered. Determinants of pathogenicity, other
than those associated with the T3SS, could be involved in the
specialization of the host range in Xci. However, the fact that Xci
pathotypes A and A* induce canker symptoms on both limes and
alemow suggests that common mechanisms allow them to escape
both innate and specific host immunity, and to colonize citrus
species to produce canker symptoms. The presence and/or func-
tionality of a few or even single T3Es can be a founder event to
colonize a new plant host (Schulze-Lefert and Panstruga, 2011).
Therefore, the hypothesis of the role of T3Es in the definition of the
host range of Xci pathotypes remains strong. Screening was made
for the presence of T3Es, without considering whether or not a
gene was functional. Alternatively, sequence allelic variation of a
given T3E may also be involved in host specificity. Minute varia-
tions in these genes can have important implications for host range
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and pathogenicity, as illustrated in X. campestris pv. vesicatoria, in
which point mutations in avrBs2 resulted in the breakdown of
Bs2-based field resistance in pepper (Gassmann et al., 2000), and
for P. syringae, in which allelic variants of the T3E HopZ1 were
shown to be differentially recognized by Nicotiana benthamiana
and soybean (Zhou et al., 2009), and where a key amino-acid
polymorphism in AvrPto led the pathogen to overcome tomato
resistance (Kunkeaw et al., 2010). Host range changes have also
been observed via inactivation of the T3E avrBs2 by a 5-bp inser-
tion in X. euvesicatoria (Swords et al., 1996).We are now working
on Xci draft genome sequences to assess the role of xop in the
definition of the pathotypes by exploring their allelic variation.
Access to Xci draft genome sequences might lead to the identifi-
cation of new T3Es potentially involved in Xci pathogenicity.
Together with the description of the phenotypic responses of Xci
pathotypes presented here, the study of T3E sequences, combined
with a better knowledge of housekeeping genes, will help us to
better understand the mechanism underlying the interaction of the
bacterium with its host, what determines the host range speciali-
zation and to provide clues about the evolution of the pathogenic-
ity of Xci pathotypes. Our results also illustrated the dynamic
nature of the host range of a pathogen (Schulze-Lefert and Pan-
struga, 2011).Working on a large collection of strains revealed the
complexity of Xci pathotypeA*, for which no correlation was found
between the reported genetic diversity and the observed pheno-
typic responses. Xci host specialization may involve several evolu-
tionary mechanisms affecting the capacity of a strain to have a
narrow or a wide host range. It is therefore tempting to speculate
that the diversity of Xci A* phenotypes described here corresponds
to several steps in this dynamic process. Under this hypothesis, a
better characterization of the clades which encompass A* Iranian
strains with unexpected aggressiveness on sweet orange and
grapefruit and A* strains causing no symptoms on both hosts
should be of great interest, and might help us to understand the
contribution of mutations or loss/gain of virulence genes in Xci
host range specialization. Similarly, the close relatedness of some
A*/AW strains to A strains highlights that Xci variability should not
be ignored when describing the mechanisms involved in pathogen
evolution and host specialization.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Bacterial strain culture and DNA extraction conditions
The bacterial strains used in this study are listed in Tables S1 and S3 (see
Supporting Information).All 55 Xci strains were isolated from citrus canker
lesions on various Citrus species and collected from 21 different countries.
These strains are a subset of the collection used previously (Bui-Thi-Ngoc
et al., 2009) and were selected in order to maximize the diversity in terms
of host, year and country of isolation. Xanthomonas citri pv. bilvae strain
NCPPB 3213, which is responsible for spot lesions on Rutaceae, was
included in the study for comparative purposes. Positive and negative
controls forT3E screening consisted ofXanthomonas published genomes or
draft genome sequences. Xanthomonas strains were stored and cultivated
on YPGA (yeast extract 7 g/L, glucose 7 g/L, peptone 7 g/L, agar 18 g/L, pH
7.2), as described previously (Bui-Thi-Ngoc et al., 2010). Suspensions were
used for DNA extraction with the Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Charbonnières, France). Rifampicin derivatives from strains
IAPAR 306, JS584* and CFBP 2911* were selected on plating of YPGA
supplemented with 1000 mg/mL rifampicin. For each strain, two isolates
showing resistance to rifampicin were inoculated on detached leaves of
Pineapple sweet orange, Mexican lime, Tahiti lime and Marsh grapefruit,
and confirmed to be as pathogenic as the corresponding wild-type strains.
One of each was selected for further experiments and referred to as IAPAR
306R, JS584*R and CFBP 2911*R, respectively. Prior to triparental conjuga-
tion, Xanthomonas strains were grown at 28 °C on MOKA-rich medium
(yeast extract 4 g/L, casamino acids 8 g/L, K2HPO4 2 g/L, MgSO4·7H2O
0.3 g/L, agar 18 g/L, pH 7.2; Blanvillain et al., 2007). Escherichia coli cells
were cultivated on Luria–Bertani medium at 37 °C.Antibiotics were used at
the following concentrations: for Xci: rifampicin, 100 mg/mL; kanamycin,
50 mg/mL; tetracycline, 10 mg/mL; chloramphenicol, 10 mg/mL; for E. coli:
ampicillin, 50 mg/mL; chloramphenicol, 100 mg/mL; kanamycin, 25 mg/mL;
tetracycline, 10 mg/mL; spectinomycin, 40 mg/mL.
Pathogenicity tests
Detached leaf assays
Inoculations of the 47 strains (Table S1), submitted to pathogenicity tests
on detached leaves, were performed as described previously (Vernière
et al., 1998) on five citrus species: Pineapple sweet orange (C. sinensis),
grapefruit (C. paradisi), Mexican lime (C. aurantifolia), alemow (C. macro-
phylla) and Tahiti lime (C. latifolia). Leaves were inoculated with bacterial
suspension containing 1 ¥ 106 CFU/mL, and were observed for the devel-
opment of symptoms at 5, 7, 10, 14 and 21 dpi. Each strain was inoculated
on three leaves. The experiment was repeated at least twice, which made
a total of at least 48 replicates on six different leaves for each strain–host
combination. A subset of six strains was subsequently inoculated onto
Mandarin temple (C. temple), Mandarin Fairchild SRA30 (C. reticulata),
Meyer lemon (C. meyeri) and Ortanique tangor (C. reticulata ¥ C. sinensis)
to further describe the atypical pathogenicity of Iranian strains and to
compare them with the typical A strain responses and with another A*
strain (Table S1).
Disease intensity was evaluated visually, and scored using a scale of 0–5
as follows: 0, no symptoms; 0.5, water-soaked margin surrounding the
wound sites; 1, more extensive water soaking (diameter 1 mm); 2, small
pustules with no visible rupture of the epidermis or isolated pustules with
rupture of the epidermis; 3, numerous pustules with visible rupture of the
epidermis; 4, small canker (observation of callus-like material); 5, wide
canker formation (at least twice the diameter of the pinprick). Detailed
illustrations of these symptoms are presented in Fig. S2.Although no typical
HR could be visualized using the detached leaf assay, defence-like reactions
that appeared over time were also recorded (Fig. S1). To assess the global
response of each tested strain, a DDi was calculated as the area under the
disease progression curve (see the ‘Data analysis’ section below for further
details). DDis on grapefruit, combined with the DDis of each of three other
species (sweet orange, alemow or Mexican lime), were then plotted to give
an overview of Xci pathogenicity using this mode of inoculation.
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Attached leaf assays
All plants for leaf infiltration assays were pruned to produce uniformly
aged shoots. Twenty-four strains were submitted to infiltration to look for
HR or symptom development (Table S1). Leaves of Mexican lime, Pineap-
ple sweet orange,Marsh grapefruit and Page mandarin were inoculated by
infiltration of bacterial suspensions containing 1 ¥ 108 and 1 ¥ 105 CFU/
mL, as described previously (Ah-You et al., 2007). Symptom development
was evaluated at 4, 6, 8, 10 and 14 dpi, and HR was scored at 4 and 6 dpi.
In planta bacterial population sizes were determined from infiltrated
leaves (1 ¥ 105 CFU/mL) of Mexican lime and Washington Navel sweet
orange, as described previously (Bui-Thi-Ngoc et al., 2010) in two experi-
ments: (1) the first aimed to characterize the atypical interaction of cluster
II A* strains from Iran and strain JS584* (selected as a reference for cluster
II) in comparison with A strain IAPAR 306 and A* strain CFBP 2911*; (2)
mutant strains and their corresponding rifampicin-resistant derivatives
were compared. Each experiment was performed twice. Inoculated leaf
fragments were sampled at 8 and 24 dpi. Xanthomonas enumerations
were performed on YPGA-KC semi-selective medium (YPGA comple-
mented with 20 mg/L of kasugamycin and 40 mg/L of cephalexin; Pruvost
et al., 2005) according to the method described earlier (Ah-You et al.,
2007; experiment 1), or on YPGA-KC and YPGA supplemented with
100 mg/L rifampicin (YPGAR; experiment 2).
T3E screening
We screened for the presence of 66 Xanthomonas T3Es (Xop) described on
the Xanthomonas resource website (http://www.xanthomonas.org/; R.
Koebnik, personal communication). The screen was performed using two
pairs of primers for each Xop (Table S4). Screening of the 26 Xops found in
Xci strain IAPAR 306 was performed using pairs of primers targeting
different regions of the T3E genes. One of the two pairs of primers was
designed to amplify at least 80% of the open reading frame (ORF), except
for xopAD, which is too long (8652 bp) to be amplified in a single reaction,
for which we amplified two fragments of 1660 and 608 bp. Screening of
xopAG (avrGf1) was performed using primers designed on the sequence of
avrGf1 (accession number GI: 82571048, LOCUS DQ275469). In order to
screen the 40 remaining effectors absent in Xci IAPAR 306, primers were
designed in conserved regions based on the alignments of Xop ortho-
logues from Xanthomonas available sequences to avoid false-negative
results caused by point mutations or length differences between ortho-
logues. Positive and negative controls are listed in Table S1. PCR amplifi-
cation was verified in silico (http://insilico.ehu.es/PCR/Amplify.php) on the
available Xanthomonas sequenced genomes.All PCR runs were performed
with a GeneAmp PCR system 9700 thermocycler (Applied Biosystems,
Saint Aubin, France). PCRs were performed in 20-mL reaction mixtures
containing 1 ¥ Gotaq® green buffer (Promega), 1.5 mM MgCl2, 200 mM of
each deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 0.3 mM of each primer, 2 ng of
template genomic DNA and 0.8 U of GoTaq® Polymerase. The amplifica-
tion programme consisted of 35 cycles of denaturation at 95 °C for 45 s,
annealing at 55 °C for 45 s and extension at 72 °C for 0.5 to 2 min,
depending on the length of the PCR product (1 kb/min). Positive and
negative controls were systematically included in the PCR amplification.
PCR amplicons of the expected size were considered as positive responses
for the presence of each marker. Amplified PCR products showing an
unexpected size were sequenced to confirm identity.
DNA sequencing
All PCR products to be sequenced were sent to Beckman Coulter Genomics
(Stansted, Essex, UK). They consisted of Xop ORF and flanking regions for
mutagenesis, and fragments from the screen with unexpected size.
Sequence alignments and sequence analyses were performed using
Geneious software (v5.5.6; Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand).
Sequences were submitted to the nucleotide BLAST program available
online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi; accessed July 2012)
when necessary.
Southern blot hybridization
DNAs (10 mg) from the 56 strains of the collection were digested with
BamHI (New England Biolabs, Evry, France), according to the supplier’s
instructions. DNA fragment separation and blotting were performed as
described previously (Gagnevin et al., 1997). Hybridization probes were
obtained by PCR with primers used for the screen, under the same PCR
conditions (Table S4). Probe labelling, hybridization and detection were
performed with the ECL kit (Amersham ECL Direct Nucleic Acid Labelling
and Detection Systems, GE Healthcare Limited, Amersham, Buckingham-
shire, UK), according to the manufacturer’s instructions, under moderate
stringency. Blots were then exposed to HyperfilmTM ECL for several minutes.
Southern blot was preferred to dot blot to prevent false-positive results.
Construction of Xci mutants
Deletion mutant strains were constructed using the sacB system (Schäfer
et al., 1994). Briefly, 400–600-bp upstream and downstream regions of the
full-length targeted genewere amplified by PCR on the DNA of the targeted
strain as template. PCR for plasmid construction was performed with
PHusion® High Fidelity DNA polymerase (Finnzymes,Waltham, MA, USA)
following the manufacturer’s instructions. Both amplicons were then
cloned into GoldenGate-compatible nonreplicative suicide plasmid
pK18::sacB (L. Noël, CNRS, Castanet-Tolosan, France, unpublished data;
Schäfer et al., 1994). GoldenGate is a cloning method based on the use of
type II restriction enzymes (BsaI in our study), which cuts outside of the
enzyme recognition sites (Engler et al., 2008). On triparental conjugation
using pRK2073 as a helper (Leong et al., 1982), primary transformantswere
selected on MOKA medium supplemented with kanamycin. Then, KanR
colonies were plated ontoMOKAmedium containing 10% sucrose to select
for second recombination. Colonies found to be sensitive to kanamycin and
resistant to 10% sucrose were assayed by PCR for deletion of the targeted
gene. Primers used for deletion are listed in Table S5.
AFLP analysis
The experiments were performed in 96-well plates in a GeneAmp PCR
system 9700 thermocycler (Applied Biosystems), as described previously
(Ah-You et al., 2007; Bui-Thi-Ngoc et al., 2010). Four AFLP conditions, each
involving the two restriction enzymes MspI and SacI and two selective
nucleotides, were used; two independent DNA extractions were used for
all strains, and strain IAPAR 306 was used as a control in each experiment.
The amplified fragments were scored as present (1) or absent (0) to create
binary matrices. Only bands with an intensity above a preset level (500
relative fluorescence units) were scored.
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Data analysis
Data were analysed using R software (version R 2.15.0; R Development
Core Team,Vienna,Austria). Evolutionary genome divergence (EGD) values
were calculated on the basis of Dice similarity indices (Mougel et al., 2002)
and were used as distances to construct a weighted NJ tree with the ‘ape’
package version 3.0–2 in R (Paradis, 2006). The robustness of the tree was
assessed by bootstrap (1000 resamplings). MDS was used to represent
distances between strains based on the Dice dissimilarity matrix. MDS
transforms a distance matrix (which cannot be analysed by eigendecom-
position) into a cross-product matrix, and then solves the eigenvector
problem to find the coordinates of individuals, so that distortions to the
distance matrix are minimized. As in principal component analysis, indi-
viduals are projected into n dimensions (Abdi, 2007). MDS was performed
using the cmd-scale function. Populations in planta were analysed by
analysis of variance (ANOVA). Whenever F values were significant (P =
0.05), mean population sizes were compared using Tukey’s contrasts at
level 0.05. The area under the disease progress curve (AUDPC) was calcu-
lated using the audpc function from the package agricolae. Hierarchical
agglomerative clustering was performed on a simple matching dissimilar-
ity matrix based on a matrix of T3E presence/absence built after homology
searches of the T3E candidate list on 28 Xci draft genome sequences and
genomes of XauB (accession number ACPX00000000) and XauC (acces-
sion number ACPY00000000). We used Ward’s method implemented in
‘cluster’ package version 1.14.2 in R (Maechler et al., 2012).
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A strains, standard repertoire A* strains, standard repertoire
A* strains, xopAG AW strains, xopAG + xopADΔISXac5
A* strains, xopC1 A* strains, xopC1 + xopAIΔISXac1 A* strains, xopAIΔISXac1
A* strains, xopAG + xopADΔISXac5
Fig. S1: AFLP-based MDS. Representation of relationships between 55 Xci strains based on 
AFLP data using Dice dissimilarity coefficients. The first three axes described 30.4%, 14.7% 
and 11.4% of the total variation.
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necrosis along the wound necrosis occurring on pustules and cankerous pustules
wound surrounded by important 
necrosis (at least diameter 
of the pinprick)
3 = numerous pustules with 
rupture of the epidermis
4 = small canker 
(observation of callus-like 
material)
5 = wide canker formation 
(at least twice the diameter of 
the pinprick)
0 = no symptom 1 = watersoaking (diameter ≥ 1mm) 
2 = small pustules with no visible 
rupture of the epidermis or 
isolated pustules with rupture 
of the epidermis




Chapitre II - Répertoires de T3E
alemow Mexican lime Tahiti lime sweet orange grapefruit Ortanique tangor










































































Fig. S3: Disease severity evolution on detached leaves. The main profiles are reported. Blue lines represent 
means of disease index, and error bars represent +/- SD. Orange rectangles indicate scoring of defense-like 
responses (necrotic tissues).  
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Fig. S4: HR symptoms induced by AW and A* strains containing 
xopAG. Symptoms were observed four days after infiltration at 108 
CFU.ml-1 on sweet orange. Similar HR-symptoms were observed for strains 
X2003-1035W, NCBBP3608*, LG100* and LG115*.
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Fig. S5: Symptomatology of A and A* mutants. Symptoms were observed after infiltration of attached 
leaves (first two columns) and after wound-inoculation of detached leaves (last three columns) with A 
strain IAPAR 306, and A* strains JS584* and CFBP 2911* and the corresponding deletion mutants for 
xopAD or xopC1. Width of each picture is approximately 15 mm for the first two columns except for 
figures with # (2 mm), and 1.5 mm for the last three columns.
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Fig. S6: xopC1 regions. Comparison between the xopC1 regions from Xci IAPAR 306, Xci-A*, and 
X. euvesicatoria strain 85-10 (Xcv). Brown areas represent colinear DNA regions between strains 
(more than 90% DNA homology). 
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  Log CFU.cm-2 
 dpi lime sweet orange 
JS584*R∆xopC1 8 7.30 (0.23) 5.48 (0.87) 
JS584*R 8 7.32 (0.53) 5.71 (0.93) 
JS584*R∆xopC1 24 7.84 (0.49) 6.43 (0.31) 
JS584*R 24 7.89 (0.42) 6.73 (0.46) 
CFBP2911*R∆xopC1 8 5.07 (1.07) 3.25 (0.80) 
CFBP2911*R 8 4.88 (1.54) 3.1 (0.92) 
CFBP2911*R∆xopC1 24 7.42 (0.51) 4.77 (0.68) 
CFBP2911*R 24 7.34 (0.53) 4.65 (0.61) 
IAPAR 306R∆xopAD 8 7.03 (0.29) 5.63 (1.10) 
IAPAR 306R 8 7.37 (0.17) 6.11 (1.04) 
IAPAR 306R∆xopAD 24 7.96 (0.46) 8.82 (0.40) 




Table S2: In planta populations of mutants and corresponding rifampicin-derivative strains. 
Populations were measured after inoculation at 105 CFUml-1 on Mexican lime and sweet orange, 
standard deviation indicated in brackets.  
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E.coli strain 
 TG1 F' [traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15]supE thi-1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5, (rK-mK-)  
  Plasmids 
 p∆13 GoldenGate-compatible pK18 plasmid (L. D. Noël, unpublished) 




Table S3: Bacterial strains and plasmids used for mutagenesis experiments. 
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Source strain ref 
avrBs1 
ATGTCCGACATGAAAGTTAATT TTACGCTTCTCCTGCATTTG 1338 Xcc ATCC33913, Xcc 
8004, Xcc B100 
Hajri 2009 
GTGCGGTTTGTGGGCCAAGC TGGTAGAGTCGAACTCGAAGAGCTAAT 827 this study 
avrBs2 
 
TATCGGTCCTCTGCAACCTT CTGATCGGTCAACAGGCTTT 1786 
Xac 306 
this study 
CAGATCACCGTGCAGACACT GGTCTGGTCGGTCTTGACAT 834 this study 
avrXccA1 (avrXca) 
ATGCCCAACGCATCGCCTGCA CGCAGGTCTGCACCGAACTCAG 1830 Xcc 8004, Xcc 33913 et 
Xcc B100 
Hajri 2009 
GGCTACAACCTGGTGCAGTT AGGTCTGCACCGAACTCAG 804 this study 
avrXccA2 
GTGCTGGAGAGTGCCG TCATCGGCAGGGTTGTGG 1488 Xcc 8004, Xcc 33913 et 
Xcc B100 
Hajri 2009 
AGCAGGTTTGGGACATGAAC CATCCAGTGAGACCACAGTGA 858 this study 
hpaA 
CTGCGCGGCTTTTCCGCATT TTGCCGCCCTCGGTTTCGAC 717 
Xac 306 
Hajri 2009 
TCCGCATTCAGCAGTATCAG ATGATCCGTCGCATTTCTCC 732 this study 
hrpW 
GCGGTTGATACAGACCCAAT GGACAGTGCCTCCACTTGAT 835 
Xac 306 
this study 
GCGGTTGATACAGACCCAAT CTGCTTCCTTGATGCCTTTC 752 this study 
pthA4 (avrBs3/TALs) 
AGCTCCTCTTCGTTGAATGC TTGATTCATTGCCTCCCTTC 3205 
Xac 306 
this study 
CGTCGGCAAACAGTGGTC GGGAATACGGCGATTGGTTC 2140 this study 
xopA (hpaG, hpa1) 
TGCATCGATCCGGTGTC GCCAACTCGTCCTTCTTTCA 384 
Xac 306 
this study 
TACTGCATCGATCCGGTGTC GCCAACTCGTCCTTCTTTCA 386 this study 
xopAA (ecf) 
ATGCAGATCAAAACCGCAGGC TTATTCCGACTGAGGCACTGG 2088 Xcv 85-10, Xoo 
KACC10331 et Xoo 
PXO99A 
Hajri 2009 
TTGCGAACGATGCTTCCAGGGTC AGAGCCGAAGACGCTGCTGG 860 this study 
xopAB 
TGGTCCGCAAGTCGATCTAT CCATCTCCAAGTCCCTAGCA 480 
Xoo MAFF311018 
this study 
ATGGCCCAGTCGCACCCGGAG TCACACCAAGTCCTTGGCGTG 168 this study 
xopAC (avrAC) 
GAGCACCTTCATCCAGCAGT GACAACCTTCTCCGGACTGA 1116 Xcc ATCC33913, Xcc 
8004 
this study 
TTGCTAGGGGCAGCTTGTAT CTCAGGGACCTCAACCTGTC 800 this study 
xopAD 
CGATTTCCTGCGTCAGTTTT TGGACAACTACCCGGTATGC 1660 
Xac 306 
this study 
CCTTGAGCACCTGGTAGAAG GCTGAGCAAATGCCTCGCCAG 608 this study 
xopAE (hpaF, hpaG) 
ATGTTCAATATAAATCGCTTACTGC CTAACGGATGTCCCATTCCC 1941 
Xac 306 
Hajri 2009 
GTCCCATTCCCTGAGCAGTA ACGGAACTCTCGCTCAAAAA 954 this study 
xopAF1 (avrXv3) 
ATGACAAGTAGTATCAATCGTTAC CTACTTAACGAGATTTGTTACG 657 
Xcv 91-118 
this study 
CCCTCAGTTTGAGCAACTGTC GTTGCCTCAATGGCTTGAAT 443 this study 
xopAF2 
TCTGAGCAGCACTTCACACC GGACTCGCTATCGCTCAATC 623 Xanthomonas vasicola 
pv. musaceraum 
this study 
GGTCGTCCAATCAAGCTTTC ATCCGTTTTTCGCATGTCTC 594 this study 
xopAG (avrGf1) 
CGCCGGTTTCTGTCCTGCACTTG GCCGCCTTTGCCATCGACCAG 365 
Xac 306 
this study 
CTGCCATTCAACGGTTTCTT TCTGCTCATAGAACGCATCG 1449 this study 
xopAH (avrXccC) 
ATGTGGTCTCAGCCCG TTAAATTGGGGGGCGC 1323 Xcc ATCC33913, Xcc 
8004 
Hajri 2009 
GGTCCAGCGAACTATTCCAA ATCAGCCACAAATTGGCTCT 861 this study 
xopAH2 
ATGGGTCCATGCACTTCAA GAACCGCTTTACGATCCAGT 429 
Xoo PXO99A 
this study 
CCTTCTTCTTGGACCAGTGC ACCGCTTTACGATCCAGTTC 314 this study 
xopAI 
CGGGTTCACCTGAGCATTAT GCCAGGAGGGAAGAGAACTT 767 
Xac 306 
this study 
ATTTAACCCACACCGCAGAG ATTTAACCCACACCGCAGAG 669 this study 
xopAJ (avrRxo1) 
GTGGGTGTGCGAGTCGC TCAAATTAGCTCGCTATGAGC 1355 
Xcv 85-10 
this study 
GCCGATCCGAGCCTGGGAAAC TGAGCAGCTAGCGCGGCCGACCA 290 this study 
xopAK 
CAAAGACCCAGAAAGCGTGT GACCAGGTTGATGGCATTTT 615 
Xac 306 
this study 
GAAAGCGTGTTGCCGACA TTGGCGCCTACGATATTGAAG 550 this study 
xopAL1 
CTACCACCTAAACCCGTTGC GCCAAGAGGATCAGACTTGC 962 
Xcc 8004, Xcc 33913 
this study 
AGGCTTCGATCAAGAGTCCA CCAGGCAGCATCTGCATAAT 835 this study 
xopAL2 
GTAGTCCGTTGGAGCATCGT CGATCTGGCTCCTCAAGTTC 825 
Xcc B100 
this study 
TCATTCACGTAGTCCGTTGGAGCA GCTGGACTCGTATGAAATTAGCCCGT 601 this study 
xopAM 
TGAGATGTTCGACACCTTGC CCCCTGAATACGTTCGATTG 1948 
Xcc B100 
this study 
GGCATTCTTACGGTCCAAGA TGGGAACATCCTTGAACCTC 969 this study 
xopAO 
GGCAGGAGGTAACGCAAATA CCGGAGTCGGCTCATAATAA 418 Xanthomonas gardneri 
ATCC19865 
this study 
TGCATCGAGCTCTAATTTCG TGCAGCATGCATCTCTTTCT 475 this study 
xopAP 
TTCCATGGGAGAAAAGATGC AGGTATGCGATCTCGTCAGC 950 Xac 306, Xanthomonas 
perforans 91-118 
this study 
CGTCACGGTGATGAACTGAG AGGTATGCGATCTCGTCAGC 833 this study 
xopAQ 
CGAGCGAATATGTTGTCGAG GCGATCAGTTCCTTCTGCTT 229 
Xac 306 
this study 
ATGGGATGCTTCAACGTCAC GCGATCAGTTCCTTCTGCTT 266 this study 
xopAR-S 
ATGACAAGCCCGATTCGT TTTTCTTAACATCACTGGGAAGG 313 Xanthomonas gardneri 
ATCC19865 
this study 
CGTGGTGCATCAAGTAGCAA TTTTCTTAACATCACTGGGAAGG 328 this study 
xopAS 
TGCAGAGTGTGAGACGATCC GCCGATAAGCTCTGTCAAGG 868 Xanthomonas gardneri 
ATCC19865 
this study 
AGCGCAATTACGAAACAACC CGATGGGTATTGTTGGAACC 934 this study 
xopAT 
GGGGGTGACGTAGAATACCC ACCATCCCTAATGGCTCCTT 546 Xanthomonas 
campestris pv. 
armoraciae str 756C 
this study 
ATTCAACTTGTCGCCTTGCT TCCCTAATGGCTCCTTTTGA 427 this study 
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Source strain ref 
xopB 
ATGTCCTGTCGGCGTTCATC TTACGGCTCAGGCGCGGGTTGG 1606 
Xcv 85-10 
Hajri 2009 
AGTCCACTGTGCAAGGTTCC ACACCGCCAGATCCTGATAC 1145 this study 
xopC1 
ATTCCAGTGGGACGCAATAG GCTTGATATCGGAGGGTTGA 2293 
Xcv 85-10 
this study 
GCGAACAAACAGAGCTGGCCAGTTC TTCGCGGACAAAGTTAGAGTATAC 1151 this study 
xopC2 
ATGAGTCCGGAATGTTTTGC TTGTCTTTTCGCGCTCCA 484 
Xcv 85-10, Xac 306 
this study 
TCGTGAATCTCGCAGACA TCGCGCTCCAAGGCGAC 333 this study 
xopD 
ACCAAGATATGAAGCATTAG CTAGAACTTTTTCCACCACTTGC 2313 
Xcv 85-10 
this study 
GCCCAAAGCACGGACTCGACCTTC AGCTTGCTCCGCTTGGGCAAG 936 this study 
xopE1 (avrXacE1) 
ATGGGACTATGCGTTTCAAGGC TCATCTCGCCACCGTGACAG 1206 
Xac 306 
Hajri 2009 
GACAAAACGCTTCAGCCGTG CGAGACACGGCTGGCCTTG 814 this study 
xopE2 (avrXacE3, 
avrXccE1) 
CGGGTTCACCTGAGCATTAT ATCTTGAAGGATCGCAGCAG 987 
Xac 306 
this study 
AGACACGACTCGCCTTGCAC TCCTCGATCTCGGCTCTG 467 this study 
xopE3 (avrXacE2) 
ATGGGTTGCACTATCTCAACG TTACTGGCTCTGCTCGCAC 1070 
Xac 306 
Hajri 2009 
TGTCGTAAATGGGCTGTTGA GCCGATTTGATGGACATCTT 985 this study 
xopE4 





AAATGGGTCTATGCGTTTCG ATGCGATATCCCTCTGTTGG 960 this study 
xopF1 
GCATCCTCCCGTCCAAC CCGCTAAAGGTTTGACTCCA 1854 
Xcv 85-10 
this study 
ATCCTCCCGTCCAACCAA CGATCTCCGTACGCAATGT 1773 this study 
xopF2 
TGAAGCTCCAACGCCAGAACAG AGCGCCTGCTTCTGACGCAAGG 1976 
Xac 306 
Hajri 2009 
GTCTACCCTGTTGCCACTGC CGCATGCCACCTGTCTGTA 838 this study 
xopG1 
ATAGGCGCTGAAGCGCGGCC AGGTAGCCCATGTTCCTGCC 420 
Xcv 85-10 
Hajri 2009 
TCCACTCAGACAAGCGCTCGAGAA TTTTGCGGACAGGTAGCCCATGT 589 this study 
xopG2 
GCTTTCTTATCGGGAGACCA GGGAATCACTTGCTTGAAGG 502 
Xcc ATCC33913 
this study 
ACCATTCTCCGCACGAATAC CGGCATCCGACTATTGAAA 579 this study 
xopH (avrBs1.1) 
GCCTAGGCCGTACGACAA CCCTTTGGATTTTGCTTGG 220 
Xcv 85-10 
this study 
AGCCATTCGGACCATAACAA GAACTCGCCGATCTACCAAG 929 this study 
xopH2 
AGTTACCCGTCGATCACCAA CCGCTGCGTAGTCGTAGAAG 850 Xanthomonas vasicola 
pv. vasculorum 1 
this study 
CTTGCAAATCCGGCTATGTG ATCGACGATCTCCTTCATCG 914 this study 
xopI1 
AGACGTTCGACGGGCTATCT TATACCTGCGCGACACAGTC 1218 
Xac 306 
this study 
CTGCATCTTGTCGGATTGG GACACAGTCGCAAGCATCAT 440 this study 
xopI2 
ACGAGCGTTTCGACAGACTT CCTCCAGGAGCAGTAACTCG 975 Xanthomonas vasicola 
pv. musacearum 1 
this study 
GGGTCGATTGGATCGTAGAA ATAAACCAGCCCGTGATCTG 845 this study 
xopJ1 
GGTCTATGCGTTTCAAAGCCGAGC ATAGCTGTCTCCAGTGCTGATCGA 1100 
Xcv 85-10 
Hajri 2009 
TGCTGATCGAATCTTTGTGG GAGAGCGGACCTTGAAAATG 800 this study 
xopJ2 (avrBsT) 
TATGCGTTCACTTGGCTTTGG ATTTTCCTCAATCGAGATGCCTC 1020 
Xcv 75-3 
Hajri 2009 
GCTATTGCGCTGGAAGAATC ACCTCTTCGCACACGAAAGT 804 this study 
xopJ3 (avrRxv) 
ATGTGCGACTCCATAAGAGTGC TCAGGATTCTAAGGCGTGACG 1122 
Xcv 85-10 
Hajri 2009 
CAAGCAGCAGTCGTTTTCAA GGCTCAGCGACTCCTTGTAG 1024 this study 
xopJ4 (avrXv4) 
ATGAAAAACATATTTAGGTCACTTG TTAGCTACGACTCAACGCATG 1080 
Xcv 91-118 
Hajri 2009 
TTCAAGCCTGCAGCAATATG CAACGCATGACGAATTTTTG 844 this study 
xopJ5 (avrXccB) 
GTGGTGGCGGCCCAGAATC TTAGCTCCAGTACTCGGCGTC 708 
Xcc ATCC33913 
Hajri 2009 
TGCTGGATGGAGGTGTTGTA CCCCAATCTCGATGTAAAGG 623 this study 
xopK 
GCTTGGCGTCGAGATACTTC CGATCGATACCAACGCCTAT 1389 
Xac 306 
this study 
TTCGTGGTCGCCAAGTA ACGACAAAGCCCTTGTTCC 1052 this study 
xopL 
AATGGCAACGCCACTACAG TTACTGATCGCGTGAAGGTG 1421 
Xac 306 
this study 
TCCCCAGCGATTCGCCCGTA CGTGAAGGTGCCGGGCTTGT 1448 Hajri 2009 
xopN 
AGTCATCTGCATCCGTCGAT CTCTTGGACCGCGTTATCTC 2129 
Xac 306 
this study 
ACTACGCAGCCTGATCCAGT CTCTTGGACCGCGTTATCTC 879 this study 
xopO 
ATGATCAACACTTCCGTCAAG TCACCTGTTTATCCGACGAC 636 
Xcv 85-10 
Hajri 2009 
CACTTCCGTCAAGGCGATTA AATCAGCATTCGCTTGTTCC 565 this study 
xopP 
GATGCACCGTGCCTAAGATT CACCTTGGCCTCGGTATTT 2083 
Xac 306 
this study 
ATCTATGGCCAACGATGCTC ATGTACGTGGACGAACCAG 797 this study 
xopQ 
GTGTTGCTCCTCGTCATCGT CAGACATGACGGTTGACCTG 1343 
Xac 306 
this study 
GCGGATCGTAGAGATTGAGC CGATGTCGTGACCTACACCA 836 this study 
xopR 
ATGCAGTTGTTCGTCGGTTT ATGCGCTTGACTTCGTTCTT 1116 
Xac 306 
this study 
TGCATCTTGGTCATGTCGAT ATGCGCTTGACTTCGTTCTT 962 this study 
xopT 
CGCCTTCTCTTACGCATGG CATCATCGCCAATGACCTG 987 Xoo MAFF311018, Xoo 
KACC10331 
this study 
GTCCAACCGCCTTCTCTTAC TCGGATCCAGGAGATACAGC 814 this study 
xopU CTCTGCCATGCTGGAGAATC CCTCGATTTCCTTGTTCTGC 2534 Xoo PXO99A this study 
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Source strain ref 
ATGCCGAGGATCATGAAGAC GTCTCTTTCGAGGCAGCAAC 909 this study 
xopV 
CGACTTCGCCTTCCTCTG CGAGCATATCGATCCTGTTG 935 
Xac 306 
this study 
GGGTCTTGTTCCATGGTTG CGAAGCGCATCAGCCAAG 562 this study 
xopW 
GGGCGCATAGAGTGTCTTGT TTCGCAAGAGCATGTGAATC 428 
Xoo MAFF311018 
this study 
AGCTTCCAGCTCACGAAGAC GTGATGAAACCGAGCCACAT 570 this study 
xopX 
ATGGAGATCAAGAAACAGCAAACC TCAGGACGAAGGCACAGTGC 2100 
Xcv 85-10 
Hajri 2009 
GAGGATGAGGCTTCGATCAG GTTTCTCACCACCGAACTG 798 this study 
xopY 
GTTTCGCGAATAAGCTGGAG CCAATCCCGCCTACTCCT 725 
Xoo MAFF311018 
this study 
AGTGGGCACGGTTGTTATTC CCAATCCCGCCTACTCCT 801 this study 
xopZ1 
CTTCATGCAGAAAGCGACTG CCCGTGAATCGACAGGTACT 1215 
Xac 306 
this study 
GATCGCTCGGTGGAGATTTA ATAGCTGCCAGTTGCGTTTC 858 this study 
xopZ2 
TATCCGCTCCGCCACCGTGA GGCCAGCACCTGTTGGCGTT 604	   Xanthomonas gardneri 
ATCC19865 
this study 
ACATGGGACGTACCGGTCTA AAGGTCTGGTCGACATCGTT 773 this study 
 




Table S4: Primers for PCR amplifications of Xanthomonas T3E genes.  
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T3E primer number primer sequence 
xopC1 xopC1_1F TTTGGTCTCAAGGTACTGCACCGCATTGATGCTC 
 xopC1_2R TTTGGTCTCACATATTGCTTGCACTACTTGGTTTCA 
 xopC1_2F TTTGGTCTCATATGTGATCAGTAATCGCGGCCATG 
 xopC1_3R TTTGGTCTCACTTGTCACGCTGCGCGTTGACGATC 
 xopC1_E GAGGCGTTGTTGAGTGCTTATG 
 xopC1_3V GGTTGGCACCCCGTCGACATC 
 xopC1_3V GGCGGAGCCCTCCACATGATC 
 xopC1_MG TGTACCAAACGGCCAATCGGAC 
xopAD xopAD_1F TTTGGTCTCAAGGTATGGCCACCGTTTCCTGCTC 
 xopAD_2R TTTGGTCTCACATACCCGCGAGCGACTTCGTCAAC 
 xopAD_2F TTTGGTCTCATATGGTCGGCAAACTGCGGCGATG 
 xopAD_3R TTTGGTCTCACTTGGAATGCCGCCGCACCGGTTAC 
 xopAD_E AGGCTGCGGAGCATGTCGTC 
 xopAD_1V CGCCGAACCGCTGACGATGATG 
 xopAD_3V TGCCGGAACCGCTCAACGTG 
 xopAD_MG GTCGAGCCGACTCGCGTTGAC 
 
 
Table S5: Primers for PCR amplification for deletion of Xanthomonas T3E genes. 
Amplification of T3E flanking regions was performed using primers 1F-2R and 2F-3R. First 
recombination event was checked using primer pairs 1V-3R and 1F-3V. Second recombination 
event was checked using primer pairs E-3R and E-MG 
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Chapitre	  III	  
L'analyse	  du	  polymorphisme	  des	  T3E	  de	  
Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  	  révèle	  l'existence	  
de	  mutations	  pathotype	  spécifiques	  
 
III 	  L'analyse	  du	  polymorphisme	  des	  T3E	  de	  
Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  	  révèle	  l'existence	  
de	  mutations	  pathotype	  spécifiques.	  
1 Problématique	  
L'identification	   du	   répertoire	   d'effecteurs	   de	   Xci	   présenté	   dans	   le	   chapitre	   II	   n'a	   pas	   permis	  
d'associer	  le	  processus	  d'adaptation	  à	  l'hôte	  à	  la	  présence	  d'un	  effecteur	  ou	  d'un	  set	  d'effecteurs	  
de	  type	  3.	  Une	  seule	  lignée	  de	  souches	  à	  gamme	  d'hôtes	  restreinte	  semble	  partiellement	  définie	  
par	   la	   présence	   de	   l'effecteur	   xopAG.	   La	   stabilité	   du	   répertoire	   de	   T3E	   pose	   la	   question	   de	  
l'existence	  de	   spécificités	   à	   l'échelle	  de	   la	   séquence	  nucléotidique	  et	  de	  potentielles	   spécificités	  
des	  protéines	  correspondantes	  dans	  l'adaptation	  à	  un	  hôte	  donné.	  	  
Dans	   ce	   chapitre,	   nous	   analyserons	   la	   séquence	   des	   T3E	   de	   Xci	   à	   partir	   d'un	   échantillonnage	  
représentant	   la	   diversité	   génétique	   mondiale,	   afin	   de	   déterminer	   s'ils	   sont	   conservés	   ou	   au	  
contraire	   s'il	   est	   possible	   de	   mettre	   en	   évidence	   des	   allèles	   associés	   à	   la	   détermination	   de	  
spécificité	  d'hôte	  des	  pathotypes	  de	  Xci	  
2 Méthodologie	  
Les	   séquences	  des	  effecteurs	  de	   type	  3	  ont	  dans	  un	  premier	   temps	  été	  étudiées	  pour	  un	   sous-­‐
ensemble	  de	  huit	  souches	  à	  titre	  exploratoire.	  L'accès	  aux	  technologies	  de	  séquençage	  Illumina	  a	  
fait	  évoluer	  notre	  démarche	  et	  nous	  avons	  décidé	  de	  faire	  séquencer	  un	  set	  de	  42	  souches	  de	  Xci	  
choisies	   à	   partir	   de	   la	   collection	   de	   56	   souches	   préalablement	   établie	   pour	   la	   description	   des	  
répertoires	   d'effecteurs.	   Le	   choix	   des	   42	   souches	   a	   pris	   en	   compte	   les	   caractéristiques	  
phénotypiques	  décrites	  dans	  le	  chapitre	  II	  (123).	  De	  même	  que	  précédemment,	  nous	  avons	  inclus	  
à	   cette	  étude	  une	  souche	  de	  Xanthomonas	  citri	   pv.	  bilvae,	  un	  agent	  pathogène	  provoquant	  des	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taches	   sur	  Aegle	  marmelos	   et	  Feronia	   elephantum	   (deux	   rutacées	  non	  agrumes),	  mais	   aussi	   sur	  
limettier	  Mexicain	  (75,	  217).	  	  
Le	  séquençage	  a	  été	  réalisé	  par	  GATC	  et	  par	  le	  Genoscope.	  Les	  contigs	  ont	  été	  assemblés	  à	  l'aide	  
du	   logiciel	  Velvet	   (433)	  puis	  concaténés	  sous	   la	   forme	  de	  pseudomolécules.	  L'alignement	  des	  43	  
génomes	  a	  été	  réalisé	  à	   l'aide	  du	  logiciel	  Mugsy	  et	  a	  permis	  de	  construire	   la	  phylogénie	  de	  Xci	  à	  
l'aide	  du	  logiciel	  Phyml	  3	  (177),	  à	  partir	  des	  64	  526	  SNP	  répertoriés,	   l'inclusion	  de	  la	  souche	  X.	  c.	  
pv.	   bilvae	   NCPPB	  3213	   permettant	   d'enraciner	   l'arbre.	   L'alignement	   a	   été	   caractérisé	   pour	   les	  
valeurs	  statistiques	  classiques	  :	  contenu	  en	  GC,	  GC	  skew	  (253),	  diversité	  moyenne,	  et	  analyse	  du	  
polymorphisme	  ségrégant	  les	  souches	  selon	  leur	  gamme	  d'hôtes	  à	  l'aide	  de	  TreePuzzle	  v5.2	  (339),	  
et	  analyses	  de	  recombinaison	  à	  l'aide	  de	  l'indice	  de	  Bruen	  (55).	  
Le	  répertoire	  d'effecteurs	  a	  été	  déterminé	  par	  BLAST	  à	  partir	  des	  66	  effecteurs	  de	  Xanthomonas	  
(Xop)	   listés	  dans	   les	  bases	  de	  données	  (www.xanthomonas.org).	  L'analyse	  s'est	  ensuite	   focalisée	  
sur	  les	  21	  effecteurs	  non	  pseudogénisés	  présents	  chez	  l'ensemble	  des	  souches	  de	  Xci	  et	  identifiés	  
sur	   le	  chromosome	  de	   la	   souche	   IAPAR	  306.	   Le	   séquençage	   Illumina	  et	   l'assemblage	  ont	  permis	  
d'extraire	  un	  alignement	  correct	  pour	  14	  xop,	  et	  pour	  sept	  xop	  le	  séquençage	  a	  du	  être	  complété	  
par	  des	  PCR.	  
L'analyse	  de	  sélection	  a	  été	  réalisée	  sur	  la	  base	  des	  estimations	  des	  taux	  relatifs	  de	  mutations	  non	  
synonymes	   (dN)	   et	   synonymes	   (dS)	   à	   l'aide	   du	   programme	   d'analyse	   de	   sélection	   Datamonkey	  
(Datamonkey,	  http://www.datamonkey.org,	  (105,	  308))	  qui	  utilise	  le	  package	  Hyphy	  (309).	  
Le	  logiciel	  MrBayes	  v3.2	  (327)	  a	  permis	  de	  reconstruire	  les	  états	  ancestraux	  des	  xop	  pour	  chaque	  
noeud	  de	  la	  phylogénie.	  	  
L'analyse	  de	  recombinaison	  a	  été	  effectuée	  pour	  l'effecteur	  xopAD	  pour	  20	  souches	  de	  Xci	  à	  l'aide	  
du	  logiciel	  RDP3	  (260).	  
3 Résultats	  et	  discussion	  	  
La	  comparaison	  des	  42	  génomes	  de	  Xci	  révèle	  quelques	  régions	  montrant	  un	  fort	  polymorphisme,	  
ainsi	  que	  de	  multiples	  évènements	  de	   recombinaison	   répartis	  de	  manière	  homogène	   le	   long	  du	  
génome,	  et	  expliquant	  en	  partie	  la	  distribution	  des	  SNP.	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La	  phylogénie	  basée	  sur	  les	  SNP	  de	  Xci	  est	  congruente	  avec	  la	  topologie	  préalablement	  établie	  par	  
AFLP,	  à	  ceci	  prêt	  que	  l'ensemble	  des	  souches	  AW	  induisant	  une	  réaction	  hypersensible	  sur	  pomelo	  
et	   oranger	   sont	   regroupées	   dans	   un	  même	   clade	   alors	   qu'elles	   se	   distinguaient	   en	   deux	   clades	  
phylogénétiques	  par	  les	  précédentes	  analyses.	  	  
Cette	  phylogénie	  établit	  clairement	  que	  l'ensemble	  des	  souches	  A*	  et	  AW	  ont	  un	  ancêtre	  commun,	  
ce	   qui	   rend	   difficile	   l'association	   de	   mutations	   à	   un	   phénotype	   donné.	   Ces	   souches	   à	   gamme	  
d'hôtes	  étroite	  auraient	  émergé	  à	  partir	  des	  souches	  du	  pathotype	  A	  à	  plus	  large	  gamme	  d'hôtes.	  	  
Les	   Xop	   de	  Xci	   évoluent	   selon	   différents	   types	   de	  mécanismes	   évolutifs	   :	   SNP,	  modification	   de	  
nombre	  de	  motifs	  répétés,	  indels,	  et	  recombinaison,	  et	  le	  fort	  taux	  de	  mutations	  non-­‐synonymes	  
et	   l'existence	   de	   polymorphisme	   basé	   sur	   des	   variations	   de	   nombre	   de	   répétitions	   d'un	   motif	  
donné	  suggèrent	  un	  rôle	  de	  ces	  T3E	  dans	  l'adaptation	  de	  Xci	  à	  ses	  hôtes.	  	  
Trois	   sets	   de	   T3E	   ressortent	   de	   cette	   analyse.	   Un	   set	   contient	   huit	   effecteurs	   dont	   le	  
polymorphisme	   suit	   vraisemblablement	   la	   phylogénie,	   avec	   notamment	   des	   spécificités	   qui	   se	  
retrouvent	   par	   lignée	   /	   origine	   géographique.	   Un	   set	   contient	   des	   effecteurs	   très	   conservés	  
présentant	  100%	  d'identité	  à	  quelques	  rares	  SNP	  souches	  spécifiques:	  hrpW,	  xopAQ,	  xopE1,	  xopI1	  
et	  xopZ1,	  et	  probablement	  soumis	  à	  une	  forte	  pression	  de	  sélection	  pour	  leur	  rôle	  dans	  le	  pouvoir	  
pathogène	  de	  Xci.	  
Enfin,	  un	  set	  d'effecteurs	  montre	  un	  polymorphisme	  protéique	  constitué	  de	  SNP	  ou	  de	  décalage	  
du	   cadre	   de	   lecture	   (frameshift)	   distinguant	   les	   pathotypes	   A,	   A*	   et	   AW.	   La	   reconstruction	   des	  
états	  ancestraux	  indiquant	  que	  les	  branches	  qui	  différencient	  les	  pathotypes	  A	  et	  A*/	  AW	  portent	  
la	  plupart	  de	  ces	  mutations	  suggérant	  l'implication	  de	  ces	  Xop	  dans	  l'adaptation	  à	  l'hôte.	  
Enfin	  l'effecteur	  xopAD	  montre	  des	  traces	  de	  recombinaison	  entre	  les	  différents	  pathotypes	  A,	  A*	  
et	   AW.	   Cependant,	   ces	   traces	   pourraient	   être	   dues	   à	   une	   évolution	   convergente	   de	   la	   région	  
contenant	  les	  motifs	  SKWP	  pour	  l'ensemble	  des	  souches	  de	  Xci	  ce	  qui	  signifierait	  que	  cette	  région	  
de	  la	  protéine	  est	  importante	  pour	  le	  mode	  de	  vie	  de	  Xci.	  	  
Enfin,	   l'apparente	   non	   interférence	   des	   différents	   types	   de	   polymorphismes	   décrits	   sur	   la	  
symptomatologie	  de	  Xci	  suggère	  l'existence	  de	  groupes	  d'effecteurs	  redondants	  (REG)	  chez	  Xci.	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4 Conclusions	  
Nous	  avons	  identifié	  différents	  set	  d’effecteurs	  Xop	  :	  l'un	  regroupant	  des	  Xop	  fortement	  conservés	  
et	   probablement	   importants	   pour	   le	   pouvoir	   pathogène	   de	   Xci,	   l'autre	   contenant	   des	   Xop	  
potentiellement	   impliqués	   dans	   l'adaptation	   à	   l'hôte	   via	   un	   ancêtre	   ouvrant	   de	   nouvelles	  
perspectives	   de	   travail	   pour	   la	   compréhension	   du	   pouvoir	   pathogène	   de	   Xci.	   Du	   fait	   de	   la	  
correspondance	  entre	  la	  phylogénie	  établie	  à	  partir	  des	  SNP	  et	  la	  distinction	  de	  Xci	  en	  pathotype,	  
cette	  première	  approche	  restreinte	  à	  l'analyse	  des	  Xop	  va	  être	  généralisée	  au	  pangénome	  de	  Xci	  
afin	  de	  déterminer	  notamment	  si	   les	  polymorphismes	  observés	  sont	  associés	  au	  polymorphisme	  
d'autres	   déterminants	   et	   quelle	   est	   la	   nature	   de	   ces	   déterminants	   qui	   pourraient	   contribuer	  
collectivement	  à	  l'adaptation	  à	  l'hôte.	  
5 Publication	  
Ces	  résultats	  sont	  présentés	  sous	  la	  forme	  d'une	  ébauche	  d'article	  qui	  sera	  ultérieurement	  intégré	  
à	   une	   étude	   réalisée	   dans	   notre	   équipe	   sur	   l'évolution	   de	  Xci	   à	   l'échelle	   du	   génome.	   Le	   travail	  
effectué	   s'intitule	   "Sequences	   of	   Xanthomonas	   citri	   pv.	   citri	   type	   3	   effectors	   (T3E)	   reveal	  
conserved	  and	  pathotype	  specific	  T3E	  "	  Escalon,	  A.,	  Gordon,	  J.,	  Lefeuvre,	  P.,	  	  Javegny,	  S.,	  Verniere,	  
C.,	  Pruvost,	  O.,	  Arlat,	  M.	  and	  Gagnevin,	  L.	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For several plant pathogens in their interactions with the host, effectors appear as leading actors. 
These microbial proteins interact with diverse elements of the host biological machinery either 
facilitating bacterial entry and survival in the host, or triggering defense mechanisms that prevent 
the infection (22). 
Identifying the complete set of effectors involved in the interaction of a plant pathogen with a 
given host is essential for understanding plant-pathogen interactions and at a larger scale the 
making of bacterial ecotypes (8). Several genes have already been identified as effectors. 
Nevertheless, due to scarce experimental evidence and the probable redundancy of functions, it 
remains extremely difficult to confidently associate an effector or a set of effectors to a given 
disease phenotype.  
Xanthomonas citri pv. citri is the causal agent of Asiatic citrus canker (54) which affects the citrus 
production worldwide. Despite having an almost monomorphic genome, strains of this pathovar - 
a species sub-division mainly based on pathological similarities – display clear-cut host-range and 
were therefore classified in pathotypes. Pathotype A strains are the most aggressive and are 
virulent on all citrus species, whereas pathotype A*/Aw strains have a narrower host range 
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restricted to Mexican lime (Citrus aurantifolia) and the phylogenetically related alemow (Citrus 
macrophylla) with a variable but usually low pathogenicity to other citrus species (53, 58). 
Xanthomonas outer proteins or Xop (i.e. Xanthomonas type 3 effectors : T3E) are effectors 
secreted by the syringe-like type 3 secretion system (T3SS) and most Xanthomonas rely on their 
activity for their pathogenicity (1, 59). Xop proteins contain at least two domains, one being 
involved in the secretion of the effector through the T3SS, another being involved in the 
localization of its target in the host cell (27, 59); once inside the plant cell, the protein interaction 
with plant components relies on at least one another domain. 
 
Analysis of the Xci T3E repertoire using PCR and Southern blot demonstrated the presence of a 
conserved pool of 26 T3E with two additional T3E only present in some lineage of pathotype 
A*/AW strains (15). One of these, the effector XopAG, was found solely in strains in the AW lineage. 
XopAG triggers the hypersensitive reaction (HR) on grapefruit (C. paradisi) and sweet orange (C . 
sinensis) (48, 53), but importantly, its deletion did not totally convert the pathogenicity of AW 
strains to that of its closer A relative, which suggests that other mechanisms are involved in the 
definition of AW strains host range (48). The other non-conserved effector, xopC1, was found 
associated with a clade of strains from the A* group but without apparent effect on their host 
range (15). 
 
The analysis of the Xci T3E repertoire was a first step to understand the contribution of T3E to the 
definition of Xci host range, yet it lacked resolution and further studies at the nucleotide and 
amino acid levels were required. 
Despite the description in xop sequences of several polymorphisms, some of which having drastic 
effects on the symptomatology, (18, 25, 29, 46, 55, 62), it remains difficult to associate an allele to 
a phenotype or to predict the effect of the disruption of an effector sequence. 
 
In this work, we analyzed Xci T3E sequences to investigate whether the repertoire is conserved at 
the nucleotide and amino-acid level or if, on the contrary, T3E sequences are pathotype-specific. 
We based this analysis on sequences obtained from 43 Xci Illumina genome sequences 
representing Xci genetic, pathotype and phenotypic diversity. From these nearly full genomes, we 
extracted the sequences of 21 full-length T3E protein sequences identified in the chromosome of 
IAPAR 306. We confirmed the conservation of this set of effector among Xci and focused our later 
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effort on the characterization of mutation putatively associated with differences in host range. 
Importantly, in order to take into account the evolutionary history of the Xci complex, we 
reconstructed the mutation history of the effectors along the phylogeny. When pathotype specific 
polymorphisms were found, we performed analysis of selection to determine if such 
polymorphisms were under selection. Collectively, our results highlight a set of mutations 
correlated with host range that will drive further laboratory experiments. 
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Based on previous studies, 42 strains of Xci were chosen to be representative of the Xci 
phenotypic and genetic diversity. Importantly, all these strains were well described for their 
pathogenicity on multiple hosts (15). Illumina next-generation sequencing was used to generate 
50 to 100 bp reads. After de novo assembly of the reads, contigs (138 to 1692 depending on the 
assembled strain) were mapped onto the IAPAR 306 chromosome to generate “pseudo-assembly”. 
Genomes ranging from 4,863,810 to 5,519,974 bp were then obtained. (Table 1). This assembly 
procedure was based on the assumption that the general gene order was conserved within Xci. 
After alignment of the sequences, examination of the GC skew (Figure 1, third inner plot) showed 
a correct mapping of the contigs (31). Over the 5.2 Mb of the alignment, a mean pairwise diversity 
of 0.00071 substitutions per site was obtained with a total of 31,956 SNP. Importantly, some 
regions displayed high departure from this monomorphic composition of the genome (Figure 1, 
red peaks in the inner graph). Two metrics were measured on the genome alignment, regarding 
recombination (yellow histogram) and SNP segregating Xci strains according to their host range 
(i.e. A versus A*/AW strains, green outside plot). These analyses revealed that Xci genomes contain 
imprints of several recombination events. While the test used is not designed to directionally 
identify exchanges, it indicated that in almost half of the alignments, genetic exchanges between 
strains explained the distribution of polymorphic sites. Importantly, these regions were 
homogeneously distributed along the genome. On the green external plot, association of SNP to 
the A/A* grouping is displayed. Regions with low to high (0 to 1) association were identified. While 
these regions were evenly distributed, it was clearly apparent that the genomic portion from 4.26 
to 4.47 Mb (relative to IAPAR 306) segregated the two groups of strains. Whereas a mean pairwise 
diversity of 0.00090 substitutions per site between the A and the A*/AW was measured on the 
whole genome, the divergence was of 0.0024 substitutions per site in this region. 
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Figure 1. Overview of the Xci genome data. Rings plots illustrate from outside to inside genome Xop 
content (red bars), genome coordinates (kb), the degree in which the polymorphism is associated to the A 
and A*/AW pathotypes (green, varying from 0 to 1), the Phi statistics for recombination (yellow histogram, 
computed with 8kb windows. It represents area were p-values were inferior to 0.05. The higher is the 
histogram, the more is the significance), GC skew (8 kb windows, positive values indicate the leading strand 
of replication, and negative values indicate the lagging strand), percent G+C content (purple plot, 8 kb 
windows), and region with high DNA diversity(red plot). 
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 Chromosome SNP-based phylogeny 
The phylogeny of Xci was reconstructed from the SNP set (Fig. 2). We used the X. citri pv. bilvae 
strain to root the tree so that left to right orientation of the tree represent the course of time. 
Globally, the SNP based tree was congruent with the previous AFLP based phylogeny (15). It is 
clearly apparent on our phylogeny that all A* and AW formed monophyletic groups and have a 
common ancestor (Fig. 2). Also, whereas all AW strains (i.e. strains containing the xopAG effector 
and inducing HR on grapefruit and sweet orange) formed a monophyletic cluster, they were 
distributed in two clades in the previously published AFLP-based tree (15). From the tree, it was 
also apparent that A* and AW emerged from A strains. Interestingly this later group presented 
several evolutionary intermediates between the most basal A strains such as IAPAR 306 and the 
last common ancestor of the A* and AW strains. In this regard, some groups of A strains (such as 
the LG97 clade) were more closely related to AW or A* strains than to some of their relative in the 
A group. 
 
Figure 2. SNP-based phylogeny. The tree was build using the GTR + G model of evolution using Phyml, from 
whole-genome alignments performed using Mugsy alignment software on 64,526 genome-wide 
polymorphic positions containing X. c. pv. bilvae strain used to root the tree and not shown here. 
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Determination of Xci T3E repertoire. Using BLAST search and based on a list of 66 Xanthomonas 
T3E (http://www.xanthomonas.org/; R. Koebnik, personal communication), we confirmed the 
previously characterized set of 26 T3E dispersed along the Xci genome (9, 15) without additional 
known effector. From these 26 T3E, we later focused our work on the 21 full-length non-TAL T3E 
shared by all Xci strains (i.e. excluding the three pseudogenized xopF2, xopC2 and xopAI, and the 
plasmid-borne xopE2). Among these, 14 were retrieved full-length in the draft genome alignment 
and seven (xopR, xopL, xopK, xopP, avrBs2, xopV and xopAD) required additional Sanger 
sequencing to obtain the full sequence due most probably to the difficulty to sequence long 
repeats with the Illumina technology (27).  
 
Xop polymorphism consists in clade-specific SNP, variation of number of motifs and 
recombination. Most Xop polymorphisms consisted in few clade-specific SNP (from one to ten for 
a given xop) with 80% of SNP being non-synonymous (Table 2, Fig. S1). Noteworthy, xopL had an 
insertion of one nucleotide for all A* strains (but not AW strains) which caused a frameshift. In 
addition to SNP, several variations in numbers of repeats of a given motif were found. xopA alleles 
corresponded to various numbers of motifs GGTGGTGGCTTC and TCGGCACCAGCC; three A strains 
had one missing motif CTTAGCCAGGCGCGA in xopR. One A* strain (CFBP2911*) had a 
supplementary AGCGC motif in xopP. Two of these tandem repeats polymorphisms caused frame-
shifting: all A* strains had an insertion of motif GCAGCGGCAAGAGCGTT in xopN, and strains JJ238-
24* and NCPPB3607* had an insertion of GCGCC in avrBs2 (Fig. S1, Table 3). The situation of 
xopAD is more complex: this 8652 bp-long effector CDS contained 126 bp-long SKWP repeats  (42 
amino acid repeats with the short consensus amino acid segment SKWP (39)) (1158-4057 bp 
region) preventing proper assembly from draft genome sequences. After additional sequencing, 
only a subset of 20 full sequences from eight A strains, ten A* strains, AW strain NCPPB 3608W, and 
X. c. pv. bilvae NCBBP 3213 (Table S1) could be analyzed. Variations in the SKWP motifs repeat 
number were obtained. All A* strains (except strain JM35-2*) contained 21.8 repeats whereas A 
strains, AW strain NCPPB 3608W and A* strain JM35-2* contained 22.5 repeats. Alignments of 
xopAD revealed a 99.9% DNA sequence identity between X. c. pv bilvae and strain NCPPB 3608W 
(not considering the additional SKWP repeat). In contrast the mean pairwise DNA sequence 
identity for xopAD was 97.6%, A* strains shared 99.4 % DNA sequence identity, and A strains 
shared 99.9% DNA sequence identity.  
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A CFBP2852 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 4 7 6 10 7 2
A LMG9322 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 4 7 6 10 7 2
A C40 1 1 1 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 4 7 6 11 7 2
A FDC1083 1 1 3 2 2 1 3 5 5 5 5 4 7 4 4 3 6 10 7 2
A FDC217 1 1 3 2 2 1 3 4 5 5 5 4 7 4 4 3 6 10 7 2
A JJ10-1 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 4 4 4 7 6 2 7 2
A JJ238-10 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 4 7 6 8 7 2
A JK4-1 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 4 7 6 10 7 2
A LC80 1 1 3 2 2 1 3 5 5 5 5 4 7 4 4 3 6 10 7 2
A NCPPB	3610 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 NA 7 6 10 7 2
A IAPAR	306 1 1 3 2 2 1 3 5 5 5 5 4 7 4 4 3 6 10 7 2
A LB100-1 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 4 7 4 4 7 6 10 7 2
A LG117 1 1 3 2 2 1 4 5 5 5 5 6 7 4 3 7 6 10 7 2
A LG98 1 1 4 2 2 1 2 5 2 5 1 4 3 4 7 7 4 10 7 3
A LG102 1 1 3 3 2 2 2 5 5 5 5 5 7 8 7 7 4 10 7 3
A NCPPB	3562 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 3 4 8 4 6 4 4 9 7 3
A LD7-1 1 1 3 2 NA 2 2 5 5 2 3 4 2 4 7 4 4 9 7 3
A LE116-1 1 1 3 2 2 2 2 5 5 2 3 4 8 7 7 4 4 9 7 3
A LG97 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 4 7 7 7 5 4 10 7 3
A LH37-1 1 1 3 2 2 2 2 5 5 2 3 4 8 4 7 4 4 9 7 3
A NCPPB	3612 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 3 4 7 4 7 4 4 9 7 3
A JW160-1 1 1 3 2 3 1 4 3 5 5 5 4 7 4 4 7 6 7 7 2
A* JK143-11* 1 1 3 2 2 2 2 5 4 3 5 4 7 4 7 8 5 6 2 5
A* JK143-9* 1 1 3 2 2 2 2 5 4 3 5 4 7 4 7 9 5 6 2 5
A* LD71a* 1 1 3 2 2 2 2 5 4 3 5 4 7 4 7 9 5 6 2 5
A* LE20-1* 1 1 3 2 2 3 2 5 3 5 5 2 7 4 7 10 5 4 4 5
A* LE3-1* 1 1 3 2 2 3 2 5 3 5 5 2 7 7 7 10 5 4 4 5
A* JK2-10* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 2 7 4 7 11 5 6 3 5
A* JK48* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 2 7 4 7 11 5 6 3 5
A* JS581* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 2 7 4 7 11 5 6 4 5
A* JS582* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 2 7 4 7 11 5 6 4 5
A* JS584* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 2 7 4 7 11 5 6 4 5
A* CFBP	2911* 1 1 3 2 2 2 2 2 5 5 5 4 7 5 7 11 5 6 4 5
A* JF90-2* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 4 4 7 4 7 11 5 6 4 5
A* JJ238-24* 1 1 3 2 2 2 2 5 4 3 5 4 7 4 7 9 5 6 2 6
A* JM35-2* 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 4 4 7 6 7 11 5 6 4 4
A* NCPPB	3607* 1 1 3 2 2 2 2 2 5 5 5 4 7 4 7 11 5 6 4 6
A* NCPPB	3615* 1 1 3 2 2 2 2 2 5 5 5 4 7 4 7 11 5 6 4 5
AW JF90-8W 1 1 3 2 2 2 2 5 5 4 5 3 7 2 7 6 2 3 6 8
AW X2003-3218W 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 4 5 3 5 2 3 5 5 9
AW NCPPB	3608W 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 4 6 3 5 2 3 5 5 10
AW LB302W 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 4 5 3 5 2 3 5 5 7
AW LG115W 1 1 3 2 2 2 2 5 5 5 5 4 5 3 5 2 3 5 5 10




1 1 3 2 3 2 3 3 2 2 3 3 5 3 5 4 2 6 1 2
number	of	haplotypes	found	
in	A*/AW	strain
1 1 1 1 1 2 1 2 3 3 2 3 3 6 2 6 3 4 5 7
monomorphic isolated	SNP geographical	or	clade	specificities pathotype	specificities
 
 
Table 2. Haplotypic diversity for the 20 full-length Xanthomonas citri pv. citri xop genes. (A) Each number 
represents an haplotype according to SNP found in the DNA alignment, colors corresponding to numbers. 
Numbers are independant and not ordered. (B) Sum of different haplotypes found in each Xop for A strains, 





Residue	 A Aw A*
xopX 1103/2275 368/	758 Phe Phe Leu
xopL 705/1496 235	/	498 Ser Ser Arg
avrBs2 518/2150 173/714 Ser Phe Phe
xopN 640/2202 214/734 Ala Pro Pro
xopK 912/2950 296/975 Leu Leu Arg






xopP CFBP2911* 1427/2177 insertion	of	AGCGC







Table 3. pathotype specific SNP and frameshifts found in Xanthomonas citri pv. citri xop alignments 
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The distribution patterns of these SNP (change in the distribution of long tracks of polymorphism 
between group of sequences, data not shown) suggested that recombination had occurred. We 
thus performed precise analysis of recombination with the RDP3 program of the 20 xopAD 
sequences along with 14 other sequences from different Xanthomonas species (listed in Table S1). 
Four distinct recombination events (a, b, c, and d; Figure 3) were detected within the Xci 
sequences. Two events where particularly interesting (a and c) because they involved 
recombination between the A, A* and AW group of strains. In the event (a), the whole SKWP 
repeat region from the A and A* strains was highly homogeneous but more distant to the other 
species than the surrounding sequence.  The event (c) consisted of a recombination between the 
AW and A* strains. The two remaining events (b and d) involved respectively the recombination of 




Figure 3. Recombinant regions (a, b, c and d) detected in xopAD from Xci strains using RDP3. The scheme 
at the top of the figure corresponds to the representation of the xopAD gene and the SKWP region 
coordinates. Wherever possible, parental sequences are identified. “Major” and “Minor” parents are 
sequences that were used, along with the indicated recombinant sequence to identify recombination. 
Whereas for each identified event the minor parent is apparently the contributor of the sequence within 
the indicated region, the major parent is the apparent contributor of the rest of the sequence. Note that 
the identified “parental sequences” are not the actual parents but are simply those sequences most similar 
to the actual parents in the analysed dataset. Recombinant regions and parental bacterial species were 
identified using the RDP (R), GENECONV (G), BOOTSCAN (B), MAXIMUM CHI SQUARE (M), CHIMAERA (C), 
SISTER SCAN (S) and 3Seq (T) methods. 
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 Xci Xop can be classified in three groups according to their polymorphism: from highly 
conserved to pathotype-specific. Five Xop (hrpW, xopE1, xopAQ, xopI1 and xopZ1) were 
monomorphic among the 43 sequenced Xci strains: hrpW and xopE1 showed 100% DNA sequence 
identity and xopAQ, xopI1, and xopZ1 contained a maximum of three strain specific non-
synonymous SNP (Table 2). Nine Xop (xopAK, xopAP, xopAE, xopQ, hpaA, xopE3, xopA, xopR, xopV) 
showed polymorphism that was mostly clade or geography-specific without correlation with the 
pathotype classification. This was illustrated by the four A* strains from Thailand that had specific 
alleles for xopQ, hpaA and xopX and strains LE20-1* and LE3-1* from Ethiopia that had geographic 
specific alleles for xopAK, xopQ, and xopK (Table 2).  
Finally, six Xop (xopX, xopL, avrBs2, xopN, xopK, xopP) displayed pathotype specific alleles 
consisting either in SNP or frameshifts (Tables 2 and S2). 
 
None of the pathotype-specific SNP are involved in adaptive selection  
To assess if the described pathotype specific alleles were involved in host adaptation, the six Xop 
alignments that displayed pathotype specificities at the amino-acid level were submitted to 
selection analyses (Table S2). None of the methods detected any sites under positive selection. 
Several sites were found under negative selection yet the integrative selection tool, which 
compares the results of the three methods (SLAC, FEL and REL) side by side, concluded that none 
of these sites were significantly under negative selection. 
 
Reconstruction of ancestral states. 
Reconstruction of the ancestral states of the nucleotide sequences was performed for each node 
of the SNP-based phylogeny. With this information, it was then possible to compute the variation 
in the states probabilities along the branch and to map the mutation that occurred on the full 
length Xop sequences (excluding the recombinant xopAD) on the phylogeny. The possible 
confounding effects of recombination were not taken into account in our analyses. As for every 
method that use a phylogenetic tree, ancestral character reconstruction can be biased by 
recombination and so our results should be taken with caution. Branches (b1), (b2) and (b3) 
(Figure 4) were supported by SNP corresponding to the previously described pathotype-specific 
xopAD, xopK, avrBs2, xopX, xopL, xopN and xopP. All these SNP corresponded to amino-acid 
changes (Table 2, Fig S1 and data not shown). Moreover, these branches were also the ones 
bearing most of the mutations that occurred on the xop, possibly indicating adaptations. 
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Figure 4: Mapping of the mutation in every Xci xop over the SNP tree. Branches are colored after the 
number of SNP found in T3E sequences excluding xopAD SNP. The name of the Xop bearing the mutation 
are indicated over the branches. B1, b2 and b3 indicated the branches that demarcate the A, A* and AW 
groups. 
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DISCUSSION  
 
Previous work demonstrated the presence of a conserved pool of T3E effectors in Xci. Here, we 
confirmed these observations that point toward mutation rather than gene presence/absence as a 
variation factor potentially responsible forming Xci distinct host ranges (15). Also, it must be noted 
that due to a probable initial isolation of the A*/AW strains, it is possible that most of the 
mutations in this group were fixed because of genetic drift. To confidently associate a set of SNP 
with a phenotype, the study of correlates of evolution along a tree are particularly informative (i.e. 
they assess if the same SNP are present in distinct groups having the same phenotype). In our 
case, because of the monophylly of the phenotype we study, the task of associating mutation to a 
specific host range remains difficult and cannot be proved without experimental inoculation. 
Our present work on T3E sequences from distinct Xci pathotypes aimed to uncover possible 
pathotype specificities. As for other genes involved in adaptation, several sets of T3E with 
different DNA polymorphisms were expected 1) some T3E were expected to be conserved because 
necessary for fitness and/or pathogenicity to the host(s); 2) those with conserved non-
synonymous variations would be implicated in host adaptation, for instance avoidance of 
detection by the host, or loss of virulence function, 3) those following neutral evolution. 
 
Analysis of T3E sequence alignment demonstrated non-synonymous SNP were the major 
polymorphims found in Xci xop. The high percentage (80%) of non-synonymous SNP and the 
variable number of tandem repeats-based polymorphisms imply changes in the corresponding T3E 
proteins and may suggest a role for these effectors in the adaptation to their host. 
 
The global monomorphic nature of Xci was confirmed with a mean diversity as low as 0.00071 
substitutions per sites. Nevertheless, with a total of 31,956 SNP, we were able to reconstruct a 
high resolution phylogeny for Xci. On the phylogeny, host-restricted Xci strains (A* and AW strains) 
formed distinct groups and provide us with the opportunity to identify mutations that occurred on 
the branch predating the A* and AW clades.  
 
Xci strains shared five conserved Xop (hrpW, xopE1, xopAQ, xopI1 and xopZ1). Conservation of 
hrpW sequence was already suggested earlier and this effector was chosen for diagnostic of Xci 
(16, 42). We confirmed here the strong conservation of this effector in a broad collection of Xci. 
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Both hrpW and xopE1 were mutated in strain IAPAR 306. Strain 306∆hrpW was reduced in 
aggressiveness, while no difference in phenotype on grapefruit (C. paradisi), after infiltration of a 
bacterial suspension containing 1×108 CFU ml-1, was observed following a deletion of xopE1 (16). 
However another study reported that XopE1 interacted with necrosis pathways`, its deletion 
causing more necrotic lesions (13). Very little is known about the three other conserved effector 
XopAQ, XopZ1 and XopI1 apart being orthologs of other secreted T3E in other pathosystems (17, 
39). The high conservation of these effectors suggests high selective pressure and important role 
in Xci pathogenicity. Their role still needs to be explored with lower inoculum than previously 
reported (16). Simultaneous deletion of all five  Xop might reveal clues in the interaction of Xci 
with citrus plants. Such highly conserved T3E are ideal targets for the development of resistance 
strategies as proposed by work on conserved T3E in Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 
(Xam), the causal agent of cassava bacterial blight (4). 
 
 
Insight into Xop polymorphism confirmed that nine Xop displayed geographical specificities.  
Among these nine Xop (xopAK, xopAP, xopAE, xopQ, hpaA, xopE3, xopA, xopR, xopV) single 
deletions in the five Xop, xopA, xopAE, xopQ, xopE3 and xopR, in Xci strain IAPAR 306 were 
reported and did not provoke any change in virulence on grapefruit (C. paradisi) (16). Another 
study reported that Xci∆xopA (also known as hpa1) mutant caused smaller number of canker 
pustules and less bacterial aggregation both in solution and in planta (50). HpaA was reported to 
promote secretion of pilus, translocon and effector proteins and therefore appeared to be an 
important control protein of the T3S system (32). Neither a role in pathogenicity of other 
pathovars of Xanthomonas nor deletion in Xci was reported for xopAK, xopAP, xopV. 
 
Six Xop showed pathotype specificities. 
Genes xopX, xopL and avrBs2 were mutated in strain IAPAR 306 by Figueiredo and colleagues and 
did not show any change in virulence on grapefruit (C. paradisi) after inoculation by infiltration of 
bacterial suspension containing 1×108 CFU ml-1(16). Yet the role of these effectors in A* strains has 
not been investigated, some lines of evidence in their possible role where obtained from 
experiments on related organisms. XopL is a NB-LRR protein which interferes with PTI through 
ubiquitine ligase activity in Xanthomonas campestris pv. campestris (24, 51). Xop avrBs2 has been 
described in ETI phenomenon, and its mutation was reported to abolish avirulence activity of X. 
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euvesicatoria strains inoculated on plants holding the resistance gene Bs2 (55, 60). 
xopN from Xci shares 93% identity with xopN from X. euvesicatoria. It was demonstrated that 
X. euvesicatoria with mutated xopN had a reduced growth in planta. T3E xopN interacts with 
PAMP signalization, suppresses PTI (via interactions with TARK1 and TFT1 in tomato) and callose 
deposition (26). Under the hypothesis that XopN functions identically in Xci, the presence of the 
frameshift in xopN in all A* strains could impair the protein interaction with PTI defense and 
therefore take part into the avirulence of A* strains on hosts for which XopN activity is required 
for pathogenicity. It could be interesting to mutate this effector to further explore its individual 
role in the interaction. Very little is known about the three other effectors that displayed 
pathotype specificities. XopK is translocated via the T3SS in Xoo (17) and broadly distributed in 
Xanthomonas, and XopX was reported to interfere with innate immunity in X. euvesicatoria, 
resulting in enhanced disease susceptibility (37). XopP was reported to be involved in Xcc 
pathogenicity (24). 
As a diversification of T3Es can be essential to evade the plant defense system (27), the xop 
diversification may be involved in adaptation to the host. Signature for selection did not confirm 
this hypothesis, which might be related to the clonal structuration of Xci (Table S2). 
 
xopAD recombination suggests exchanges between A and A* strains 
Due to its high polymorphism in Xci, the gene coding for XopAD was of particular interest. Little is 
known about the role of xopAD in other Xanthomonas or in Ralstonia solanacearum where these 
SKWP proteins were first discovered and constitute a multigene family (20). SKWP proteins are 
composed of 42 amino acid repeats with the short consensus amino acid segment SKWP (39); they 
are related to the heat/armadillo repeats from eukaryotes, a type of α-helices structure known to 
mediate protein–protein interactions (45). In Ralstonia solanacearum, some variants of XopAD 
were associated with a competitive advantage on eggplant (33).  We detected signals of four 
distinct events of recombination in the xopAD sequences. The interpretation of the larger one 
(event a) remains difficult. Nevertheless, because an exchange between the A* strains to all the A 
strains would lead to the same imprint in the genome, it remains unlikely that A strains from 
distinct niches and regions acquired this same region. A convergent evolution in the repeat of the 
SKWP region may more likely explain the shared patterns, thus appearing as a recombination 
signal. If this hypothesis was validated, it would suggest that this repeat region is involved in the 
lifestyle of Xci.  
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Also, the other recombination events detected confirmed that horizontal gene transfer occurred 
between Xci strains and related species. The high sequence identity between xopAD found in 
Xanthomonas citri pv. bilvae and AW strains clearly indicates a recombination possibly facilitated 
with these sharing overlapping lifestyle and environment (15). 
 
Xci effectors might group in several REG groups.  
Combinatorial deletions of T3E from Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 revealed a 
redundancy-based structure in the effector repertoire (30). Experiments on individual deletion of 
Xci effectors, either conserved or pathotype specific, did not demonstrated any effect on Xci 
pathogenicity (16). As frameshifts, repeat shuffling, or non-synonymous SNP that distinguish Xci 
pathotypes do no interfere with its pathogenicity, we suggest that Redundant Effector Groups 
(REG) exist in Xci.  Short repeat sequences have been proposed to allow slippage during replication 
resulting in protein modifications (23, 38). However, none of these tandem repeat variations were 
pathotype specific but rather an isolated phenomenon, which suggests there are not implicated in 
the distinction of host range between A and A*/AW strains. 
 
Reconstruction of ancestral states suggests the role of several xop into the adaptation. 
We found that several amino-acids changes correlated with host specificity (in xopP, xopK, xopL, 
xopN and avrBs2). If these effectors are key elements in the interaction with the hosts that 
differentiate the A* and AW strains from the A strains, it would suggest that these mutations may 
be adaptive and essential in host range definition. As implication of the pathotype specific 
mutations in the definition of the host range must be confirmed with laboratory experiments, 
further studies targeting these effectors are required. 
 
Concluding remarks Here we identified candidate T3E for subsequent experimental 
characterization for adaptation to specific hosts and another set of T3E important for Xci 
pathogenicity. The association between polymorphism and adaptation is usually derived from 
selection analysis, yet we could not demonstrate any form of selection acting over the putatively 
pathotype-associated SNP. T3E polymorphism could also be cumulatively involved in the host 
range determination along with other yet to be characterized determinants. Another hypothesis 
would be that T3E are indeed implicated in the host range definition but pathological adaptation 
might be based on changes in their expression. 
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As phylogeny and pathotypes correlate, the described genetic diversity might be the result of 
ecological specialization (12). The approach of reconstructing ancestral states will be generalized 
to the Xci pangenome. By doing this, categories of genes should arise and help to better 
understand the multiple factors that have lead to the differentiation between Xci strains. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
Strains 
Strains included in this study are listed in Table 1. Fourty three strains were sequenced including 
42 Xci strains and an additional Xanthomonas citri pv. bilvae strain (NCPPB 3213) which is another 
citrus pathogen responsible of bacterial spot on Rutaceae. 
 
Illumina sequencing 
Xanthomonas strains were stored and cultivated on YPGA (yeast extract 7 g/L, glucose 7 g/L, 
peptone 7 g/L, agar 18 g/L, pH 7.2), as described previously (Bui-Thi-Ngoc et al., 2010). Genomic 
DNA was isolated using Promega Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, Charbonnières, 
France) according to the manufacturer instruction. DNA quantity and quality were assessed by 
nanodrop and gel electrophoresis. Illumina sequencing was performed by GATC and Genoscope.  
Assembly was performed by Genoscope and in-house using the Velvet assembler (61). 
 
Computational analysis (SNP mapping and comparative analysis) 
Contigs from the strain genomes were mapped to the IAPAR 306 whole genome chromosome and 
concatenated into scaffold pseudomolecules using a combination of megablast and custom perl 
scripts (2). Whole-genome alignments were performed using Mugsy alignment software (3). 
Columns containing SNP were extracted from the whole-genome alignment. 31956 genome-wide 
polymorphic positions containing 47414 variants were identified in the alignment of the Xci strains 
and 64526 polymorphic positions containing 87954 variants when including strain X. c. pv. bilvae 
NCPPB3213. 
 
Alignment summary statistics 
Different summary statistics were computed along the alignment in 8 kb sliding windows (step of 
4kb) with GC content, GC skew (31) and mean pairwise diversity using custom python scripts, 
association of polymorphism with the A/A*-AW groups using TreePuzzle v5.2 (49) and Bruen indice 
of recombination (7). Statistics were plotted using the Circos software (http://circos.ca/). 
 
Phylogenetic Reconstruction 
The model of evolution which was statistically best fitted for the SNP alignment (GTR + G) was 
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chosen using jModeltest 2.12 (10). A phylogeny was constructed for the SNP alignment (Figure 2) 
using Phyml 3 (21) with the GTR model of evolution with gamma distribution of rates in 4 
categories and no invariant sites. 
 
Reconstruction of xop ancestral states 
To properly map the mutation along the phylogeny of Xci, we used MrBayes v3.2 (47) to 
reconstruct the ancestral state of each nucleotide position at every node of the phylogeny. In 
order to control for uncertainty in the tree, including the potential uncertainty concerning the 
presence of the nodes themselves, an individual analysis was performed for each of the 42 nodes 
of the SNP tree. For each node, two runs with four Markov chains were conducted simultaneously 
for 100,000 generations and sampled every 500 generations. After summarizing the sampled trees 
(with a 50% burn-in), we obtained the probabilities for the nucleotide sequence at every node of 
the tree. A mutation was defined as an increase of the probability of presence between two 
successive nodes of more than 0.5 for a given nucleotide.  It was then possible to map every 
mutation on branches and so retrace the dynamic of mutation for a given gene. 
 
T3E sequences dataset 
We screened for the presence of 66 Xanthomonas T3E (Xop) described on the Xanthomonas 
resource website (http://www.xanthomonas.org/; R. Koebnik, personal communication) by blast 
sequence similarities on the Xci alignment. When xop sequences contained gaps due to 
misassembly, PCR were performed. All PCR runs were performed with a GeneAmp PCR system 
9700 thermocycler (Applied Biosystems, Saint Aubin, France). PCR were performed in 20-µL 
reaction mixtures containing 1 x Gotaq® green buffer (Promega), 1.5 mM MgCl2, 200 mM of each 
deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 0.3 mM of each primer, 2 ng of template genomic DNA and 
0.8 U of GoTaq® Polymerase. The amplification program consisted of 35 cycles of denaturation at 
95 °C for 45 s, annealing at 55 °C for 45 s and extension at 72 °C for 0.5 to 2 min, depending on the 
length of the PCR product (1 kb/min) (primers used for contigs assembly will be provided upon 
request). All PCR products to be sequenced (Sanger technology) were sent to Beckman Coulter 
Genomics (Stansted, Essex, UK). Sequence assembly and alignments were performed using 
Geneious software (v5.5.6; Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand). Data were analysed using R 
software (version R 2.15.0; R Development Core Team,Vienna, Austria). T3E haplotypes were 
extracted from sequence alignments using the function "haplotype" implemented in 'pegas' 
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package version 0.4-1.(41). xopAD number of SKWP repeats were determined using Tandem 
Repeats Finder, a program that locates and displays tandem repeats in DNA sequences (5). 
 
Selection analysis 
Selection signatures were assessed using codon-based models of molecular evolution based on 
estimations of the relative rates of synonymous (dS) and non-synonymous (dN) substitutions. The 
ratio dN/dS is used as a measure of selective pressure at the protein level and values of 1, < 1 and 
> 1 indicate neutral, purifying (negative) and diversifying (positive) selection, respectively. 
Selection analyses were performed on in frame alignments built using the Muscle alignment tool 
(14). Selection pressure on xop genes of Xci was assessed by using the fast diversifying/purifying 
selection detection program DataMonkey (Datamonkey, http://www.datamonkey.org, (11, 43)) 
which uses the Hyphy package (44). As required by this program, xop alignments were manually  
modified and submitted exempt of stop codons, including premature stop codons. The SLAC 
(Single Likelihood Ancestor Counting) (44), FEL (Fixed effects likelihood) and REL (Random effect 
Likelihood) methods were used to assess which codon sites in the alignment are subject to 
positive or negative selection (28).  
 
Recombination analysis on xopAD.  
Sequences of xopAD were aligned using the Muscle (14) and ClustalW (57) alignment tools 
implemented in the MEGA 5 software (56), and checked manually. The analysis was performed on 
20 Xci strains of our collection including strain Xanthomonas citri pv. bilvae NCPPB 3213, and 
additional outgroups of several Xanthomonas pathovars including strains causing South American 
canker Xanthomonas citri pv. aurantifolii type B and C (XauB and XauC respectively) (listed in Table 
S1). Outgroup data set was retrieved from public sequence databases using taxonomy browser 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) on April 2012 and aligned as described above with our sequences. 
Detection of potential recombinant sequences, identification of likely parental sequences, and 
localization of possible recombination breakpoints was carried out using RDP (34), GENECONV 
(40), BOOTSCAN (36), MAXIMUM CHI SQUARE (52), CHIMAERA (36), SISTER SCAN (19) and 3Seq 
(6) recombination detection methods as implemented in RDP3 (35). Default settings for the 
different detection methods and a Bonferroni corrected P-value cut-off of 0.05 where used. Only 
events detected with 3 methods or more were accepted. 
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Table S1. Bacterial strains used in the study of xopAD alignments. The numbers of SKWP repeats retrieved 
using Repeat tandem finder are indicated. 
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1 Problématique	  
L'implication	  des	  effecteurs	  de	  type	  TAL	  (Transcription	  Activator	  Like)	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène	  
de	   Xanthomonas	   citri	   pv.	  citri	   est	   clairement	   démontrée	   :	   l'effecteur	   PthA4	   (=PthA)	   est	  
responsable	   des	   symptômes	   d'hyperplasie	   et	   d'hypertrophie	   cellulaires	   qui	   caractérisent	   le	  
chancre	   (367,	   368).	   Les	   effecteurs	   TAL	   sont	   des	   protéines	   qui	   activent	   de	  manière	   spécifique	   la	  
transcription	   de	   gènes	   de	   la	   plante.	   La	   spécificité	   d'interaction	   est	   déterminée	   par	   leur	   région	  
centrale	   constituée	   de	   répétitions	   en	   tandem,	   les	   12e	   et	   13e	   acides	   aminés	   de	   chacune	   de	   ces	  
répétitions	  (ou	  RVD	  pour	  Repeat	  Variable	  Diresidues)	  déterminant	  la	  spécificité	  d'interaction	  avec	  
les	  bases	  de	  l'ADN	  (41).	  La	  contribution	  des	  effecteurs	  TAL	  à	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  
chez	   Xci	   est	   encore	   sujette	   à	   controverse.	   Bien	   que	   l'effecteur	   TAL	   responsable	   du	   chancre	   ne	  
participe	  pas	  à	   la	  détermination	  de	   la	  gamme	  d'hôtes	   (6),	   les	   travaux	  d'analyse	  de	  diversité	  des	  
effecteurs	  TAL	  de	  Xci	  suggèrent	  une	  corrélation	  entre	   le	  contenu	  en	  effecteurs	  TAL	  et	   la	  gamme	  
d'hôtes	   (241).	  Par	  ailleurs,	  deux	  études	  ont	   révélé	   l'implication	  d'effecteurs	  TAL	  de	  Xci	  dans	  des	  
spécificités	   d'hôte.	   D'une	   part	   l'effecteur	   HssB	  3.0	   a	   été	   caractérisé	   pour	   son	   rôle	   dans	   la	  
diminution	  drastique	  de	  l'agressivité	  sur	  pamplemoussier	  Otachibana	  (C.	  maxima)	  (352),	  et	  d'autre	  
part,	  les	  travaux	  de	  Yang	  ont	  révélé	  des	  modifications	  de	  gamme	  d'hôtes	  ou	  de	  symptomatologie	  
suite	  à	  des	  phénomènes	  de	  recombinaisons	  induites	  dans	  la	  partie	  centrale	  de	  pthA4	  (427).	  
Nous	  avons	  souhaité	  mieux	  décrire	  la	  diversité	  des	  effecteurs	  TAL	  chez	  Xci	  afin	  de	  déterminer	  s'ils	  
sont	   impliqués	   dans	   la	   définition	   de	   la	   gamme	   d'hôtes	   à	   la	   lumière	   de	   l’élucidation	   récente	   du	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code	  qui	  régit	  leur	  spécificité	  de	  liaison	  à	  l'ADN.	  Du	  fait	  de	  la	  structure	  en	  régions	  répétées	  de	  ces	  
protéines,	  et	  des	  gènes	  correspondants,	  il	  n'est	  pas	  possible	  de	  déterminer	  leur	  séquence	  à	  partir	  
des	  données	  de	  séquençage	  de	  génome	  Illumina.	  Ce	  travail	  a	  donc	  fait	  l'objet	  d'une	  étude	  à	  part	  et	  
du	  développement	  d'outils	  pour	  le	  séquençage	  des	  TAL.	  
2 Méthodologie.	  
Ce	  travail	  repose	  sur	  la	  collection	  de	  56	  souches	  de	  Xci	  étudiées	  dans	  le	  chapitre	  II.	  	  
Dans	  un	  premier	  temps,	  nous	  avons	  caractérisé	  le	  contenu	  en	  TAL	  des	  souches	  de	  la	  collection	  par	  
Southern	  blot	  et	  amplification	  PCR.	  A	  partir	  de	  ces	  profils	  et	  des	  caractéristiques	  génotypique	  et	  
phénotypique	  présentées	  dans	  le	  chapitre	  II,	  nous	  avons	  établi	  une	  sous-­‐collection	  de	  24	  souches	  
pour	  le	  séquençage	  des	  TAL.	  
Chaque	  fragment	  de	  taille	  différente	  obtenu	  par	  PCR	  a	  été	  cloné	  dans	  le	  vecteur	  pGemT	  puis	  trois	  
clones	  ont	  été	  séquencés	  ad	  minima,	  afin	  de	  vérifier	  si	  chaque	  bande	  correspond	  à	  un	  TAL	  unique	  
ou	  au	  contraire	  contient	  des	  paralogues	  de	  même	  taille.	  La	  spécificité	  d'interaction	  des	  effecteurs	  
TAL	  étant	  déterminée	  par	  leur	  région	  centrale,	  nous	  avons	  choisi	  de	  séquencer	  uniquement	  cette	  
région.	  Chaque	  effecteur	  TAL	  a	  été	  caractérisé	  par	  la	  succession	  des	  RVD.	  	  
Des	  travaux	  de	  mutagénèse	  par	  délétion	  des	  TAL	  ont	  été	  réalisés	  à	  l'aide	  du	  système	  sacB	  (338).	  
Différentes	  combinaisons	  de	  mutants	  de	  délétion	  ont	  été	  testés	  ainsi	  que	  des	  transformations	  des	  
souches	  pathotype	  A*	  avec	  les	  effecteurs	  TAL	  provenant	  de	  la	  souche	  IAPAR	  306	  appartenant	  au	  
pathotype	  A	  par	  clonage	  dans	  le	  vecteur	  d'expression	  pFAJ1700	  (113).	  
La	  comparaison	  des	  TAL	  a	  été	  réalisée	  sur	  la	  base	  de	  la	  succession	  de	  RVD	  caractérisant	  leur	  région	  
centrale	  par	   le	  calcul	  des	  distances	  de	  Levenshtein,	  distance	  qui	  mesure	   la	  similarité	  entre	  deux	  
chaînes	  de	  caractères.	  
Les	   cibles	   végétales	   de	   l'ensemble	   des	   effecteurs	   TAL	   séquencés	   ont	   été	   prédites	   à	   l'aide	   de	  
l'algorithme	  de	  prédiction	  TALVEZ	  (302).	  Les	  prédictions	  ont	  été	  faites	  sur	  les	  génomes	  d'agrumes	  
publiés	  d'oranger	  (C.	  sinensis)	  et	  de	  clémentinier	  (C.	  clementina).	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Une	  des	  cibles	  de	  l'effecteur	  TAL	  responsable	  du	  chancre	  (homologue	  de	  pthA4)	  a	  été	  validée	  par	  
RT-­‐PCR	  semi-­‐quantitative	  à	  partir	  des	  souches	  mutantes	  et	  souches	  sauvages	  pour	  l'effecteur	  TAL	  
considéré.	  
3 Résultats	  et	  Discussion	  
Les	   profils	   obtenus	   par	   Southern	   blot	   (contenu	   en	   gènes	   TAL	   de	   tailles	   différentes)	   et	   les	  
séquences	  correspondantes	  sont	   très	  diverses,	  et	  cependant	  pathotype-­‐spécifiques.	   	  Sur	   la	  base	  
de	   similarités	  de	  contenu	  et	   succession	  des	  RVD,	   les	  effecteurs	  TAL	  de	  Xci	   peuvent	  être	  pour	   la	  
plupart	  regroupés	  en	  quatre	  clusters.	  
Les	   souches	   Xci	   contiennent	   toutes	   un	   minimum	   de	   deux	   effecteurs	   TAL	   appartenant	   à	   deux	  
clusters	  d'identité	   :	   le	  cluster	  p4	  contenant	   les	  homologues	  TAL-­‐cc	  (homologues	  de	  pthA4),	  et	   le	  
cluster	  p1	  (qui	  comprend	  entre	  autres	  le	  gène	  TAL	  pthA1	  de	  la	  souche	  IAPAR	  306).	  
Le	  cluster	  p4	  regroupe	  l'ensemble	  des	  TAL-­‐cc	  (citrus	  canker),	  c'est	  à	  dire	  les	  TAL	  impliqués	  dans	  la	  
formation	  du	  chancre	  homologues	  de	  pthA4.	  Nous	  avons	  montré	  que	  cet	  effecteur	  TAL	  contient	  
17,5	   répétitions	   chez	   les	   souches	   du	   pathotype	   A	   et	   18,5	   répétitions	   chez	   les	   souches	   du	  
pathotype	  A*.	   L'analyse	   des	   prédictions	   de	   gènes	   ciblés	   par	   ces	   homologues	   a	  mis	   en	   évidence	  
plusieurs	   cibles	   communes	   à	   l'ensemble	   des	   TAL-­‐cc	   dont	   la	   protéine	   LOB	   1	   (Lateral	   Organ	  
Boundaries).	  L'induction	  du	  gène	  LOB	  1	  sur	  limettier	  mexicain	  a	  été	  confirmée	  par	  RT-­‐PCR.	  Cette	  
protéine	  est	  un	  facteur	  de	  transcription	  spécifique	  des	  plantes	  qui	  est	  impliqué	  dans	  la	  régulation	  
du	  développement	  des	  organes	  de	  la	  plante	  (257).	  La	  région	  promotrice	  de	  ce	  gène	  est	  conservée	  
chez	   un	   grand	   nombre	   d'agrumes.	   Les	   analyses	   de	   prédictions	   suggèrent	   que	   d'autres	   cibles	  
impliquées	  dans	   la	   structure	  de	   la	  paroi	   cellulaire	  et	   la	   formation	  de	   la	   cuticule	  cireuse	  seraient	  
activées	  par	  l'effecteur	  TAL-­‐cc.	  	  
Le	   cluster	  p1	  montre	  un	   fort	  polymorphisme	  de	   longueur	   suggérant	  des	   insertions,	  délétions	  et	  
duplications	  de	  répétitions	  ou	  groupes	  de	  répétitions.	  	  
Les	  souches	  du	  pathotype	  A	  ont	  toute	  au	  moins	  un	  3e	  effecteur	  TAL	  dans	  un	  des	  deux	  clusters	  p3	  
(qui	  contient	  pthA3)	  et	  p2	  (qui	  contient	  pthA2),	  ce	  qui	  suggère	  un	  rôle	  de	  ces	  effecteurs	  dans	   la	  
gamme	  d'hôte.	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La	  souche	  IAPAR	  306	  délétée	  des	  trois	  effecteurs	  TAL	  qui	  ne	  forment	  pas	  le	  chancre	  est	  toujours	  
pathogène	  sur	  oranger	  mais	  montre	  une	  symptomatologie	  différente	  et	  une	  agressivité	  quelque	  
peu	  atténuée	  :	  diminution	  du	  nombre	  de	  pustules,	  de	  la	  chlorose,	  du	  phénomène	  de	  déchirement	  
de	  l'épiderme	  suite	  à	   la	  croissance	  des	  cellules	  de	  l'hôte,	  et	  densité	  de	  population	   in	  planta.	  Ces	  
observations	  qui	  suggère	  un	  rôle	  additif	  des	  TAL	  de	  Xci	  	  dans	  la	  symptomatologie.	  
4 Conclusions	  
La	   stratégie	   d'activation	   de	   facteurs	   de	   transcription	   impliqués	   dans	   le	   développement	   des	  
organes	   de	   la	   plante	   est	   surement	   un	   avantage	   sélectif	   pour	   le	   pathogène,	   ces	   cibles	   et	   leur	  
promoteur	   étant	   sous	   pression	   de	   sélection	   du	   fait	   de	   leur	   implication	   dans	   de	   nombreuses	  
fonctions	  de	  la	  plante	  à	  différents	  étapes	  du	  développement	  végétal.	  	  
Les	  effecteurs	  TAL	  de	  Xci	  sont	  très	  divers	  probablement	  du	  fait	  d'une	  plasticité	  qui	  leur	  est	  propre.	  
Leur	   fonctionnalité	   dépend	   d'un	   compromis	   (trade-­‐off)	   entre	   leur	   capacité	   à	   induire	   leur	   cible	  
préférentielle	  et	  l'induction	  simultanée	  d'autres	  gènes	  potentiellement	  activés	  par	  un	  même	  motif	  
de	   RVD.	   Nous	   avons	   mis	   en	   évidence	   un	   probable	   effet	   additif	   des	   effecteurs	   TAL	   pour	   la	  
symptomatologie	  de	  Xci.	  	  
5 Publication	  
Ces	  résultats	  ont	  donné	  lieu	  à	  deux	  projets	  de	  publication	  en	  cours	  de	  préparation.	  	  
La	  première	  s'intitule	  "pthA4	  and	  pthA4*	  TAL	  effector	  homologs	  in	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  are	  
polymorphic	   but	   target	   a	   plant-­‐specific	   transcription	   factor	   of	   the	   LOB	   family	   to	   induce	   citrus	  
canker"	   Escalon,	   A.,	   Guardini,	   L.,	   Javegny,	   S.,	   Szurek,	   B.,	   Pérez-­‐Quintero,	   A.L.,	   Vernière	   C.,	  
Ollitrault,	  P.,	  Terol,	  J.,	  Talon,	  M.,	  C.,	  Pruvost,	  O.,	  Arlat,	  M.	  and	  Gagnevin,	  L.	  
La	  deuxième	  s'intitule	  "	  Insights	  into	  the	  diversity	  of	  TAL	  effectors	  in	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  
reveal	   pathotype	   specificities	   "	  Escalon,	  A.,	  Guardini,	   L.,	   Javegny,	  S.,	  Szurek,	  B.,	  Pérez-­‐Quintero,	  
A.L.,	  Vernière	  C.,	  Lefeuvre,	  P.,	  Pruvost,	  O.,	  Arlat,	  M.	  and	  Gagnevin,	  L.	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pthA4 and pthA4* TAL effector homologs in Xanthomonas citri pv. citri 
are polymorphic but target a plant-specific transcription factor of the 
LOB family to induce citrus canker. 
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Adaptation of pathogenic bacteria to a particular host involves complex mechanisms to achieve a 
range of favorable molecular interactions that make the colonization successful. A compatible 
interaction implies that the bacteria are able to access the plant tissues while evading plant 
recognition by suppressing host immunity, multiply in the host environment by deriving host 
nutrients, and eventually further spread and colonize another uninfected entity (25). One of the 
strategies deployed by animal and plant pathogenic bacteria to favor the host colonization is the 
secretion and the injection into the host cell of proteins that interfere with the eukaryotic host 
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cellular components through several mechanisms: manipulation of host cell protein turnover, RNA 
synthesis and stability, and protein phosphorylation (6). These proteins were called type 3 
effectors (T3E) because they are secreted via the type 3 secretion system (TTSS), a highly 
conserved syringe-like apparatus encoded by the hrp cluster (essential for hypersensitive response 
and pathogenicity) (3). Among the arsenal of T3E injected into the host cell, many Xanthomonas 
possess T3E able to mimic plant transcription factors and modulate the host genome expression. 
Previously described as proteins of the avrBs3/pthA family because of their role in avirulence and 
pathogenicity, these proteins were renamed TAL effectors for Transcription Activator Like 
effectors (7). They carry eukaryotic signals that enable them to be directed into the host nucleus 
(47). They bind specifically with DNA sequences called effector-binding elements (EBE) in the 
upstream region of susceptibility genes, activate them, and induce physiological changes to make 
the colonization successful. Resistant plants are those for which susceptibility is avoided by 
changes in the EBE upstream susceptibility genes or for which EBEs are located upstream genes 
that trigger defense responses (such as rapid local host cell death) therefore called executor 
resistance genes (7, 9). Similar proteins were also described in Ralstonia solanacearum but their 
functionality is not elucidated yet (7, 23). TAL effectors interaction with the host DNA relies on 
highly characteristic and conserved protein structure: they contain two eukaryotic domains in the 
C-terminal: three nuclear localization signals (NLS) to direct the protein to the nucleus (44, 51), 
and an acidic activation domain (AAD) which participates to the gene activation (55). A central 
domain composed of 6.5 to 33.5 tandem repeats of 33 to 35 amino acids is responsible for 
specificity of action. According to a recent model (8, 34), the specificity of binding relies on the 
12th and 13th hypervariable residues of each repeat called 'RVD' for repeat variable diresidues. The 
12th amino acid stabilizes the interaction and the 13th specifically interacts with one DNA base pair 
(16, 31). As a result, the consecutive array of repeats corresponds to a specific DNA sequence in 
the host gene promoter region (7).  
An increasing number of TAL effectors turned to be major aggressiveness factors increasing 
bacterial fitness in the plant, and are therefore required for maximal pathogenicity for several 
Xanthomonas pathovar - a species sub-division mainly based on symptomatological similarities - 
that cause severe yield loss. The four Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) TAL effectors AvrXa7, 
PthXo1, PthXo2 and PthXo3 were necessary for full pathogenicity, conferring to Xoo strains the 
ability to grow in their host (50). Avrb6 from Xanthomonas citri pv. malvacearum increased 
symptoms on cotton and bacterial release to the leaf surface (52). The TAL effector PthA was 
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found a major aggressiveness determinant of Xanthomonas citri pv. citri (43), the causal agent of 
Asiatic citrus canker which affects the citrus production worldwide. Despite common 
symptomatology, strains of Xci were classified as pathotypes according to their host range among 
rutaceous species.  Pathotype A strains are the most aggressive ones and are virulent on all citrus 
species (with various degrees of host susceptibility), whereas A*/AW strains have a narrow host 
range restricted to Mexican lime (Citrus aurantifolia) and the phylogenetically-related alemow 
(Citrus macrophylla) with a variable but usually low to null pathogenicity to other citrus species 
(21). Pathotype A*/AW strains showed a slightly larger genetic diversity than A strains and 
structured in four genetic clusters in relation with their geographical origin based on MLVA data 
(11). The plasmid borne TAL gene pthA (=pthA4 in IAPAR 306) causes leaf mesophyll cell 
multiplication (hyperplasia) and enlargement (hypertrophy) typical of citrus canker, and leads to 
epidermal rupture and bacterial release (10). Strains deleted of this TAL effector were not able to 
produce hyperplasia or hypertrophy on any susceptible host (43). Interestingly, pthA4 particle 
bombardment or Agrobacterium tumefaciens infection induces canker symptoms, suggesting that 
this TAL effector is sufficient to induce the processes of hyperplasia and hypertrophy once inside 
the host cell (19). This TAL effector has pleiotropic avirulence and pathogenicity functions: when 
transferred to other Xanthomonas axonopodis pathovars in the genetic cluster 9.2, which did not 
contain TAL effectors and were mildly pathogenic to some citrus species (i.e. X. axonopodis 
pv. citrumelo, X. axonopodis pv. alfafae and X. axonopodis pv. cyamopsidis) it confered the ability 
to cause canker symptoms to citrus, and induced HR-like responses on non-rutaceous host species 
(42). The genetically distant Xanthomonas citri pv. aurantifolii strains (Xau; pathotype B: XauB and 
C: XauC) also induce canker symptoms on a host range primarily restricted to lime (Citrus 
aurantifolia) and a few additional Citrus species, and are referred as South American canker 
strains (38). Analyses of the TAL effectors containing 17.5 repeats from Xci and X. citri 
pv. aurantifolii strains showed that all homologs are isofunctional and that cross complementation 
did not change Xci or Xau host range (2). RVD sequences of pthA4, pthB and pthC (from Xci, XauB 
and XauC, respectively) were reported to be different (7), which suggests that these TAL effectors 
might target canker-inducing pathways, by binding on promoter regions of identical genes or 
inducing converging pathways. Little is known about the polymorphism of pthA4 among strains 
from Xci pathotypes. In other pathosystems, slight variations in the TAL effectors RVD or in the 
corresponding EBE were reported to induce differences in aggressiveness among strains or in 
susceptibility among cultivars or plant species, indicating the recognition is very specific : Oryza 
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sativa alleles xa13 and Os8N3 illustrate this by few substitutions in the gene promoter triggering 
resistance or susceptibility (14, 49). Recent work on genes targeted by Xoo TAL effectors brought 
clues on how TAL effectors induce similar pathways in the host cell. To induce a given response, 
different TAL effectors can target the same gene via distinct overlapping EBE or contiguous EBE, as 
demonstrated for PthXo3 and AvrXa7 and TalC, which all target Os11N3 (4, 54). TAL effectors may 
target several genes of the same family, thus inducing similar physiological changes. For example 
AvrXa7 and PthXo1 target two genes of the SWEET family, OsSWEET14 and OsSWEET11 
respectively (4, 49). These examples showed how several TAL effectors that are major 
determinants of aggressiveness have converged to induce similar responses. TAL effectors of 
Xanthomonas not only activate host genes involved in sugar transport (release of sugar could 
contribute to nutrition of the invading bacteria) but also genes involved in processes like cell size 
modification, transcription machinery and more generally epigenetic changes (13, 18, 19, 26, 41) 
Although it is clear that pthA4 induces cell size enlargement and multiplication, the targeted genes 
have not been identified yet. The aim of this work was to characterize Xci TAL effectors that cause 
canker symptoms in a broad collection of Xci strains representing the genetic and pathogenic 
diversity by sequencing their RVD. We conducted mutagenesis to confirm the role in 
symptomatology of pthA*4 homologs in three pathotype A* strains. Based on prediction from all 
RVD sequenced, we identified the potential targets of the canker forming TAL effector taking into 
account A* strain CFBP2911*R, and validated one of the identified targets by semi-
quantitative_RT-PCR.  
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RESULTS 
 
All A strains carry a 17.5-repeat TAL gene and all A* strain carry an homolog containing 18.5 
repeats 
To assess if all Xci strains contain the previously characterized 17.5 TAL pthA4 known to be 
responsible of canker symptoms (2), Xci TAL effectors diversity was characterized by PCR 
amplification and Southern blot hybridization on a collection of 54 strains being representative of 
Xci diversity, including strains from recent outbreaks in Africa (Fig. 1)(21, 27, 46). PCR primers 
GAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC and GGGAATACGGCGATTGGTTC were designed in the 5' and 3' 
conserved regions surrounding the central repeat region based on an alignment of all four TAL 
genes from Xci IAPAR 306. PCR was optimized to produce clearly separable fragments by 
electrophoresis. This confirmed that all tested A strains contained a 2.08 kb fragment 
corresponding to a TAL gene containing 17.5 repeats, as expected from previous studies, which 
might correspond to the TAL pthA4 responsible of canker symptoms (2). In contrast A* strains 
carried a 2.18 kb fragment corresponding to a TAL gene containing 18.5 repeats, instead of the 
expected 17.5 repeats. Strains of pathotype AW carried a TAL gene containing either 17.5 or 18.5 
repeats. TAL genes identity, size and number of repeats were confirmed by Southern blot 
hybridization and by sequencing (see below).  
 
Deletion of the 18.5-repeat TAL gene from genetically different A* strains suppresses canker 
symptoms 
A* strains were previously reported to contain a TAL gene with 17.5 repeats responsible for canker 
symptoms similarly to the 17.5-repeat TAL homolog pthA4 in A strains. To confirm that the 18.5-
repeats TAL gene which identified all A* strains of our collection is actually the same homolog, we 
deleted this TAL gene also (named pthA*4) from strains CFBP2911*R, LE20-1* R and JS584* R 
representative of three previously reported genetic clades of pathotype A* and having three 
different TAL effector content (all three possessing pthA*4 and one additional TAL gene with 21.5, 
16.5, and 14.5 repeats respectively) (Fig 1) (21). Strain JS584*R was previously described as mildly 
pathogenic on sweet orange, inducing small and delayed pustules on this host (21). Two clones of 
each three mutants CFBP2911*∆pthA*4, LE20-1*∆pthA*4 and JS584*∆pthA*4 were inoculated on 
Mexican lime and sweet orange.  
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All three had lost their ability to produce typical canker symptoms on Mexican lime, and had not 
gained virulence on sweet orange. Strain JS584*∆pthA*4 had also lost its ability to cause pustules 
on both hosts and induced watersoaking symptoms on sweet orange (Fig. 2). Both TAL effectors 
encoded by pthA4 and pthA*4 are isofunctional and will be collectively referred to as TAL-cc 
because they induce typical citrus canker symptoms.  
We next amplified the 4405-bp and 4507-bp regions containing pthA4 and pthA*4 from strain 
IAPAR 306R and CFBP 2911*R with their native promoter and terminator regions (795 bp upstream 
and 118 bp downstream). Pth4 fragment was cloned into the plasmid pFAJ1700 to produce 
plasmid pFAJ1700::pthA4 containing pthA4 from strain IAPAR 306. pFAJ1700::pthA4. 
complemented CFBP2911*∆pthA*4 when assayed by infiltration at 1×105 CFU ml-1 on Mexican 
lime and C. macrophylla (Fig. 2). We are currently working on pFAJ1700::pthA*4 construction to 
complement pthA*4.  
 
Analysis of TAL-cc RVD reveals polymorphism between A and A* strains. 
Functional differences between TAL effector homologs reside in their central repeat region. We 
sequenced this central region for the TAL-cc genes of 24 strains chosen to represent the genetic 
variability of Xci (as revealed by AFLP) and the pathotype variability (nine strains of pathotype A, 
ten strains of pathotype A* and five strains of pathotype AW) (Table 1). Sequence analysis of the 
central repeat region, including repeat "zero", revealed several polymorphisms. Most repeats 
were 34 amino acids long with few repeats 33 amino acids long. Each TAL effector potential target 
box was predicted from the nature of the 12th and 13th amino acids in each repeat. Among the 24 
strains, three strains contained two distinct TAL genes of identical sizes but differing in their RVD 
(Table 1): LG102 and LG97 contained two 17.5-repeat homologs, and JF90-3* contained two 18.5-
repeat homologs. Alignment of TAL-cc sequences showed polymorphism in eight central repeat 
region, including repeat "zero", revealed several polymorphisms.  
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Figure 2 : Pathological phenotypes of mutants of strains of X. citri pv. citri pathotype A* deleted from 
TAL-cc on citrus species. (A) Lack of canker symptoms for all three A* mutant strains 21 dpi after 
infiltration on Mexican lime and sweet orange at 1×106 CFU ml-1 of strains LE20-1* R, CFBP2911* R, JS584*R 
and the corresponding mutants for TAL-cc. Each leaf was inoculated with two mutant clones (left side of 
the midrib), A* derivative strains (upper right side of the midrib), and strain IAPAR 306R (synonym 306) 
from pathotype A as reference. (B) Complementation of CFBP2911*∆pthA*4 (upper left) with 
pFAJ1700::pthA4 (lower left) on C. macrophylla 13 dpi.  
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Alignment of TAL-cc sequences showed polymorphism in 8 RVD (Fig. 3). This also revealed the use 
of the five most common RVD NG, HD, NI, NS and N*, but not NN which is present at high 
frequency in other TAL genes (7). All A* strains shared a supplementary 18th repeat consisting in 
an additional T on the 3' end (Fig. 3). 
 
Clustering of TAL-cc RVD using the UPGMA method distinguished various groups. TAL-cc genes 
(pthA4) genes from different A strains were distributed in several clusters, while TAL-cc genes 





Figure 3 : Diversity of TAL-cc sequences and RVD patterns from the pathotypes A, A* and AW of X. citri 
pv. citri with predicted EBE. From the left to the right : UPGMA tree from TAL-cc sequences, TAL effectors 
RVD alignments and corresponding predicted EBE. A star (*) indicates a missing amino acid. 
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TAL-cc targets a LOB protein in C. sinensis  
Based on known RVD binding specificities, putative binding sites were predicted in the promoter 
regions (500 bp upstream from the translation start site). Eleven targets were predicted to be 
induced by all 24 TAL-cc as well as by other Xci TAL (unpublished data). Despite the polymorphism 
of TAL-cc, three genes were found to be potentially induced by TAL-cc but not by other TAL alleles 
present in Xci or Xau in the top 200 predicted genes (ranking varied according to strain and to host 
species): the lateral organ boundaries (LOB) domain-containing protein LOB1, an uncharacterized 
protein family (UPF0497), and a 3-ketoacyl-CoA synthase 6 (Table 2). Based on scores and position 
relative to the translation start, we selected for further validation the LOB domain-containing 
protein, for which the TAL are predicted to bind at  -112 bp and -266 bp from the ATG on 









Mexican	lime	promoter	region	 T	 C	 T	 C	 T	 A	 T	 A	 T	 A	 A	 A	 C	 C	 C	 C	 T	 T	 T	 T	 G	 C	 C	 T	 T	 A	
PthA4	 NI	 N*	 NI	 NI	 NI	 HD	 HD	 NG	 HD	 NG	NG	NG	NG	 NS	 HD	 HD	 NG	 	
A	 Y	 A	 A	 A	 C	 C	 T	 C	 T	 T	 T	 T	 N	 C	 C	 T	 T	
pthC	 HD	 NG	 HD	 HD	 NI	 NG	 NI	 NG	 NI	 NI	 HD	 NG	 HD	 HD	 HD	 NG	NG	NG	
C T	 C C A	 T A	 T	 A	 A	 C	 T	 C	 C	 C	 T	 T	 T	
pthB	 HD	 NG	 HD	 NG	 NI	 NG	 HD	 NG	 HD	 NI	 NI	 HD	 HD	 HD	 HD	 NG	NG	NG	
C T	 C T	 A	 T C T	 C	 A	 A	 C	 C	 C	 C	 T	 T	 T	
	NCPPB3608W	 NI	 NG	NG	NG	 NS	 HD	 HD	 NS	 HD	 NG	NG	NG	NG	 NS	 HD	 HD	 NG	NG	
A	 T	 T	 T	 N	 C	 C	 N	 C	 T	 T	 T	 T	 N	 C	 C	 T	 T	
CFBP2911*	 NI	 N*	 NI	 HD	 NI	 HD	 HD	 NG	 HD	 NG	NG	NG	NG	 NS	 HD	 NS	 NG	NG	NG	
A	 Y	 A	 C	 A	 C	 C	 T	 C	 T	 T	 T	 T	 N	 C	 N	 T	 T	 T	
JS584*	 NI	 N*	 NI	 HD	 NI	 HD	 NG	NG	 HD	 NG	NG	NG	NG	 NS	 HD	 NS	 NG	NG	NG	
A	 Y	 A	 C	 A	 C	 T	 T	 C	 T	 T	 T	 T	 N	 C	 N	 T	 T	 T	
 
 
Figure 4: Induction of the LOB protein 1 by several TAL-cc homologs. (A) Schematic representation of the 
LOB protein 1 by its full length cDNA. Exons are represented by solid blue boxes and introns as thin lines. 
Numbers indicated the number of nucleotides. Affymetrix probe ID is indicated below the diagram. (B) 
Alignment of DNA target sequence found in promoter region of the LOB protein 1 of Mexican lime with 
TAL-cc RVD. Six homologs of TAL-cc are shown. Repeat/base combinations not matching the predicted 
target specificity (RVD: NI=A; HD=C; NG=T; NS=A/C/G/T; N*=C/T ) are coloured in red. 
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 To validate the prediction, we performed semi-quantitative RT-PCR analysis on RNA obtained from 
C. aurantifolia leaves inoculated with strains CFBP2911*R, CFBP2911*∆pthA*4, 
CFBP2911*∆pthA*4::pthA4, and IAPAR 306R. The LOB domain-containing protein 1 was only 
induced by strains containing pthA4 (IAPAR 306R and the complemented strain 
CFBP2911*∆pthA*4::pthA4) but not by inoculation of the mutant strain CFBP2911*∆pthA*4 or 
TRIS. Induction of the LOB domain-containing protein 1 was slightly detectable for strains 
CFBP2911*∆pthA*4::pthA4 and IAPAR 306R 6 hpi and much stronger for these two strains 48 hpi. 
In comparison, strain CFBP2911* R also induced the LOB domain protein 1 at 48 hpi but to a lesser 
extent (Fig. 5). 
 
 
Figure 5: Analysis of the LOB protein 1 transcript abundance determined by semi-quantitative RT-PCR 
6 hpi (hours post inoculation) and 48 hpi. The constitutively expressed genes upl (ubiquitin protein ligase 7) 
served as normalization control. Increase of LOB transcript was observed 48 hpi with strain 
CFBP2911*∆pthA*4::pthA4 (mutant complemented), IAPAR 306R and CFBP2911*R expressing pthA4 or 
pthA*4. 
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DISCUSSION 
 
In the recent years, TAL effectors have been the focus of much research, being key proteins for the 
pathogenicity of several Xanthomonas pathovars, and because most of them apparently 
interacted with resistance genes in incompatible relations (7). The susceptibility genes they induce 
in the host cell are far from being all known and understanding the pathways targeted by TAL 
effectors might reveal valuable information about the strategies deployed to induce the symptoms 
and the disease. Xoo strains have several TAL effectors that are major virulence factors and induce 
the expression of genes of the SWEET family, which suggests that nutrient acquisition is crucial for 
the development of rice bacterial blight symptoms and the multiplication of the bacteria in planta 
(48). Another mechanism has been reported in which a TAL effector manipulates the transcription 
machinery (41).  
 
All canker forming strains have an homolog of pthA4 of 17.5 or 18.5 repeats predicted to target 
the LOB protein 1, a plant-specific transcriptional regulator 
Previous work identified a 17.5 repeat-TAL gene necessary and sufficient to induce canker 
symptoms for all Xci strains, regardless of pathotype (2). Contrary to these results we showed that 
the TAL effector responsible for canker is different depending on the pathotype : A strains contain 
a 17.5 repeat-TAL gene (pthA4) while A* strains contain a 18.5 repeat-TAL gene (pthA*4). Both 
pthA4 and pthA*4 are responsible for canker formation and we suggest to name collectively the 
effector they encode for TAL-cc (for citrus canker related TAL). These two genes are similar and 
only a few polymorphic RVD sites differentiate them into clusters. Interestingly pthA4 is more 
variable than pthA*4, which contrasts with the fact that A strains are pathogenically homogenous 
while A* strains induce a range of variable symptoms (21). AW strains contain a homolog of the 
gene which is either pthA4 or pthA*4, depending on the strains. Based on the Boch-Bogdanove 
code, all TAL-cc were predicted to induce the LOB (Lateral Organ Boundaries) protein 1. This 
prediction is consistent with a transcriptomics analysis showing the induction of the LOB protein 1 
in C. sinensis by Xci up to 26.4 fold 48h post inoculation compared to a mock inoculation (12). Here 
we validated its induction in planta by semi-quantitative RT-PCR. The apparent lower induction 48 
hpi by CFBP2911*R compared to IAPAR 306R and the A* strains deleted from their TAL-cc 
complemented by TAL-cc from IAPAR 306 R suggests that polymorphic sites might be responsible 
for variation in the induction of the targeted protein yet the binding is adequate to induce 
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transcription (Fig. 5). The LOB Domain (LBD) gene family encodes plant-specific transcriptional 
regulators functioning in organ development and plant defense responses against pest or 
pathogen attack (45). The LBD protein 20 in Arabidopsis acts as a suppressor of a subset of 
jasmonate mediated defenses in the susceptible interaction or the root infection fungal pathogen 
Fusarium oxysporum.(45) LOB proteins might also interact with basic Helix-Loop-Helix (bHLH) 
proteins which are involved in the regulation of expression (24). Interestingly, one bHLH was also a 
predicted target of all TAL-cc as well as homeodomain-containing proteins which constitute a third 
target of TAL-cc belonging to the transcription factor family. This suggests that TAL-cc might 
induce several distinct targets involved in the transcription machinery that may work together. 
  
Citrus LOB promoter region is conserved among citrus species 
To assess if the polymorphism found in the TAL-cc genes could explain some host specificities 
among citrus species that were not inoculated in this study, we looked for variations in the 
promoter region of LOB genes containing the predicted EBE of citrus species expressing variations 
in susceptibility to citrus canker: Cleopatra mandarin (Citrus reshni), Commune mandarin 
(C. reticulata), Chandler pummelo (C. maxima), Buddha’s hand citron (C. medica 
var. sarcodactylus), Corsican citron (C. medica), C. micrantha, Seville sour orange (C. aurantium), 
sweet orange (C. sinensis), Mexican lime (C. aurantifolia), Rangpur lime (C. limonia), Eureka lemon 
(C. limon), Volkamer lemon (C. volkameriana) and Rough lemon (C. jambhiri). SNP were mapped 
on Citrus clementina scaffolds and only one SNP was found in the predicted EBE in the LOB gene 
promoter, corresponding to the 15th repeat of PthA4. This repeat is predicted to bind to a C and 
most citrus species have one or both alleles with a C. Only the two citron cultivars, described as 
resistant (15), contain a G at that position for both alleles. This SNP is located at the 3' end of the 
EBE and might not be relevant for differences in binding efficiency based on the polarity effect of 
the binding described previously (32). The LOB protein 1 promoter region is therefore much 
conserved and most of the polymorphism leading to a potential mismatch of the TAL-DNA 
complex resides on the TAL side.  
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TAL-cc might target other genes involved in the structuration of cell wall and cuticular wax.  
TAL-cc activity might additionally rely on the induction of several other genes. The polymorphism 
described here could be involved in the adaptation to a pool of targets, and changes in the RVD 
could be fixed along the evolution of the pathogen as long as most targets remain inducible upon 
TAL binding to their promoter regions. Two other predicted targets retained our attention based 
on ranking, scores, exclusively to TAL-cc and position relative to the translation start: (1) a 3 
ketoacyl-6 synthase which is implicated in biosynthesis of very-long-chain fatty acids (VLCFA), 
essential precursors of cuticular waxes (28); (2) An uncharacterized protein UPF0497 was also 
predicted to be specifically targeted with a ranking of 1 for several strains. Blast homologies of this 
uncharacterized protein revealed similarities with CASP-like proteins, which are involved in cell 
wall biogenesis/degradation. Both predicted targets could be involved in the formation of canker 
symptoms. Last, we looked for genes of the SWEET family and found that fourteen out of twenty-
six TAL-cc were predicted to induce a protein of the Nodulin MtN3 family:  4/10 TAL-cc from A 
strains, 8/11 TAL-cc from A* strains and 2/5 AW strains. Predictions including other TAL non 
identical to TAL-cc showed that several strains did not target the Nodulin MtN3 family,(data not 
shown). This suggests that direct induction of the SWEET family by TAL-cc might not be a major 
strategy for the infection.  
 
TAL-cc polymorphism might be a clue to better understand the TAL code  
Here we demonstrated that the LOB protein 1 is induced by pthA4 and pthA*4 as 
CFBP2911*∆pthA*4 did not induce the protein 48 dpi compared to strain CRBP2911*R. Analysis of 
the predicted target site in the LOB protein 1 promoter region revealed that the EBE of PthB, PthC 
and TAL-cc from strains of XauB, XauC and Xci respectively were overlapping, with a few 
mismatches compared to the exact upstream sequence of the LOB gene (Fig. 4). Yang and Gabriel 
reported that insertion of an nptI-sac cartridge into the central repeat region triggered 
recombination, creating new TAL effectors. One of them corresponded to the eight first repeats of 
pthA4 directly followed by the last 2.5 repeats of pthA4 (53). Analysis of the predicted EBE showed 
that this new recombinant should be able to bind to the LOB promoter box and is adequate to 
induce canker with only 11.5 repeats, which is confirmed by experimental induction of canker by 
this recombinant protein (53).  Under the hypothesis that all these TAL-cc from Xci but also PthB 
and PthC trigger the LOB protein 1 expression, the described variability among TAL-cc might reveal 
information about how polymorphism is tolerated in the binding of a TAL effector to its targeted 
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EBE. Understanding why mismatches have low or high effect on the activation of transcription is 
far from being understood. Some SNP have a drastic effect: for instance when the second 
nucleotide of its EBE is mutated from a G to a A, C or T, susceptibility gene Xa13 switches to the 
recessive resistant allele xa13 and the interaction from compatible to incompatible (36). Recent 
data focused on the mechanisms that might explain why both natural and artificial TAL effectors 
do or do not induce the expression of their targets (36, 37, 40). Lab work revealed that RVD can be 
classified as strong or weak based on their contribution to the TAL binding and that a correct 
distribution of strong RVD is necessary for the induction of the targeted gene (40). However, the 
distribution of strong and weak RVD does not explain why some mismatches impair the proper 
induction of a TAL's target. Recently, TAL-DNA recognition was reported to be polarized, with the 
N-terminal repeats contributing more to affinity than C-terminal ones (32). All these findings are 
multiple steps toward a better understanding of TAL-DNA binding for target activation.  
Our work revealed that despite being a major pathogenicity factor for the induction of citrus 
canker symptoms, TAL-cc is polymorphic whereas some other type 3 effectors like hrpW are highly 
conserved (22). Such a polymorphism might have the advantage of avoiding the binding to other 
regions in the host genome that could induce resistance genes yet to be characterized. Another 
scenario could be that this polymorphism might also allow the binding to unknown susceptibility 
genes necessary for the infection. In both cases, the resulting TAL-cc still needs to bind the LOB 
protein 1 despite mismatches with the exact sequence found in the promoter region. 
Quantification of the mismatch tolerance of pthA4 binding to DNA could be achieved by cross 
complementation of PthA*4 from various A* strains followed by qRT-PCR assays and would help 
to understand TAL effectors functionality and evolution.  Furthermore, using an artificially 
constructed TAL to induce solely the LOB protein 1 would allow knowing whether the induction of 
this transcription factors is sufficient to induce canker symptoms. Overall, it seems that Xci 
strategies to insure the infection relies on TAL-cc targeting of transcription factors along with 
genes involved in the integrity of cell wall and cuticular wax that might support the formation of 
citrus canker symptoms callus-like structures. Targeting transcription factors might be a selective 
advantage to the pathogen, as these targets might be relatively immutable, being key components 
of the plant cell functionality at different stages of development or under various environmental 
conditions.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Bacterial strains and growth conditions  
Bacterial strains used in this study are listed in Table 1 and Table 3.  
Xanthomonas strains were stored and cultivated on YPGA (yeast extract 7 g L-1, glucose 7 g L-1, 
peptone 7 g L-1, agar 18 g L-1, pH 7.2) as previously described (11). Rifampicin-resistant derivatives 
from strains used for triparental conjugation were selected upon plating on YPGA supplemented 
with 1000 μg/ml-1 rifampicin. For each strain, 2 isolates showing resistance to rifampicin were 
inoculated on detached leaves of Pineapple sweet orange, Mexican lime, Tahiti lime and Marsh 
grapefruit and confirmed to be as pathogenic as the corresponding wild type strains. One of each 
was selected for further experiments and referred to as CFBP 2911*R JS584*R and LE20-1*R, and 
IAPAR 306 R. Prior to triparental conjugation, Xanthomonas strains were grown at 28°C on MOKA-
rich medium (yeast extract 4 g L-1, casamino acids 8 g L-1, K2HPO4 2 g L
-1, MgSO4·7H2O 0.3 g L
-1, agar 
18 g L-1, pH 7.2 (5)). Escherichia coli cells were cultivated on Luria-Bertani medium at 37°C. 
Antibiotics were used at the following concentrations for Xci: rifampicin: 100 μg mL-1; kanamycin: 
50 μg mL-1; tetracycline: 10 μg mL-1; chloramphenicol: 10 μg mL-1, and for E. coli: ampicillin: 
50 μg mL-1; chloramphenicol: 100 µg mL-1, kanamycin: 25 μg mL-1; tetracycline: 10 μg mL-1, 
spectinomycin : 40 µg mL-1. 
 
Characterization of TAL content by PCR amplification 
To characterize the TAL effector content in a quick and reliable way, we used PCR primers 
GAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC and GGGAATACGGCGATTGGTTC designed on IAPAR 306 TAL 
effectors on both sides of the tandem repeat region. PCR were optimized to reduce the smear due 
to the amplification of repeat regions and to obtain DNA amplification in a way that fragments 
could be cut off the gel for further purification and cloning. DNA concentration was adjusted at 5 
ng.µL-1. All PCR runs were performed with a GeneAmp PCR system 9700 thermocycler (Applied 
Biosystems, Saint Aubin, France). PCRs were performed in 50 µL reaction mixtures containing 1 × 
Gotaq® green buffer (Promega, Charbonières, France), 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 0.3 mM of 
each primer, 10mM Betaine (Sigma), 2 ng of template genomic DNA and 1.6 U GoTaq® 
Polymerase. The amplification program consisted of 25 cycles with the following conditions: 
denaturation 40 s at 95 °C, annealing 40 s at 55 °C and extension at 72 °C, depending on the length 
of the PCR product (1 kb/min). 
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TG1 F' [traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15]supE thi-1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5, (rK-mK-) 
Plasmids
p∆13 GoldenGate-compatible pK18 plasmid (L.	D.Noël,	unpublished)





p∆13 containing pthA4* flanking regions  from CFBP2911 Kanr (AE319-AE320 
(781 bp) + AE321-AE322 (864 bp))
	p∆13::∆pthA*4LE20-1*
p∆13 containing pthA4* flanking regions  from LE20-1 Kanr (AE319-AE320 (781 
bp) + AE321-AE322 (864 bp))
	p∆13::∆pthA*4JS584*
p∆13 containing pthA4* flanking regions  from JS584 Kanr (AE319-AE320 (781 
bp) + AE321-AE322 (864 bp))
pFAJ1700::pthA4
pFAJ1700 containing XbaI-EcoRI fragment pthA4 from 306 with its native 
promoter (AE353-354), TetR
pFAJ1700::pthA*4
pFAJ1700 containing XbaI-EcoRI fragment pthA*4 from CFBP2911* with its native 
promoter (AE353-354), TetR
pBSK-::pthA4
pBSK- containing (AE353-AE354-XXX bp) pthA4 from 306 with its native promoter  
(XbaI EcoRI fragment), AmpR This	study
pBSK-::pthA*4CFBP2911*
pBSK- containing (AE353-AE354-XXX bp) pthA4 from CFBP2911* with its native 




Table 3 : Bacterial strains and plasmids used in this study 
 
Fragment extraction from agarose gels, cloning, and sequencing. 
Based on amplification profiles and previously published genetic diversity (AFLP), we chose to 
sequence RVD sequence for 24 strains: 9 strains of pathotype A, 10 strains of pathotype A* and 5 
strains of pathotype AW  (Table 1). Fragments were cut from the agarose gel, after identification 
using a 100bp DNA step ladder (Promega, Charbonnières, France), cleaned using Wizard® SV Gel 
and PCR Clean-up System (Promega) and were cloned by direct ligation into the pGEM®-T Easy 
vector as described by the manufacturer (Promega Corp., Madison, WI). For each fragments, three 
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clones were sequenced by Beckman Coulter Genomics (Stansted, Essex, UK). Sequence alignments 
and sequence analyses were performed using Geneious software (v5.5.6; Biomatters Ltd, 
Auckland, New Zealand). 
 
DNA sequencing 
All PCR products to be sequenced were sent to Beckman Coulter Genomics (Essex, UK). They 
consisted in TAL tandem repeat central regions, ORF and flanking regions for mutagenesis. 
Sequence alignments and sequence analyses were performed using the Geneious software 
(v5.5.6; Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand). Specific primers to obtain TAL central repeats 
were custom designed to target specific mismatches in the repeats.  
 
Generation of TAL effector mutants 
Deletion mutant strains were constructed using the sacB system (39). Briefly specific 700 bp 
upstream and downstream regions of full-length targeted gene were amplified by PCR on the DNA 
of the targeted strain as template. PCR for plasmid construction was performed with PHusion® 
High Fidelity DNA polymerase (Finnzymes, Waltham, MA, USA) following the manufacturer 
instructions. Both amplicons were then cloned in GoldenGate-compatible non-replicative suicide 
plasmid pK18::sacB (L. Noël, CNRS, Castanet-Tolosan, France, unpublished data, (39)). GoldenGate 
is a cloning method based on the use of type II restriction enzymes, (BsaI in our study), which cut 
outside of the enzyme-recognition sites (20). Upon triparental conjugation using pRK2073 as a 
helper (29), primary transformants were selected on MOKA medium supplemented with 
kanamycin. Then, KanR colonies were plated on MOKA medium containing 10% of sucrose to 
select for second recombination. Colonies found to be sensitive to kanamycin and resistant to 10% 
sucrose were assayed by PCR for deletion of the targeted gene. Primers used for deletion will be 
provided upon request. Confirmation of the deletion was conducted using two complementary 
PCR: one using primers on the flanking regions of the constructs, the other consisted in amplifying 
the tandem repeat central regions of TAL effectors with primers AE88 and AE89 which target the 
conserved TAL 5' and 3' ends and gives an overview of the TAL effector content (see below). 
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Complementation 
For complementation, fragments containing 795 bp upstream and 120 bp downstream pthA4 gene 
were amplified using appropriate primers (Table S1) by PCR using PHusion® High Fidelity DNA 
polymerase (Finnzymes, Waltham, MA, USA) following the manufacturer instructions. PCR 
products were first subcloned into pBSK- (Stratagene, La Jolla, CA, U.S.A.) prior to subcloning into 
pFAJ1700 (17). Plasmids were introduced into E. coli by electroporation and into Xanthomonas 
strains by triparental conjugaison (see above). For each transformation event, at least ten single 
colonies were selected, twice on selective media, and identified by both PCR amplification of the 
inserted fragments and PCR amplification with primers AE88-AE89 which target the conserved TAL 
5' and 3' ends and gives an overview of the TAL effector content (see below). Templates for PCR 
amplification were prepared by re-suspending cells from single colonies in sterile water. Plasmid 
presence and stability was confirmed by re-isolation from inoculated plant tissue 
 
Plant material and inoculation 
Plants were placed in growth chambers at 30 ± 1°C day and 26 ± 1°C night and 95 ± 5 % relative 
humidity for 21 days with a photoperiod of 12 hours. All plants for leaf infiltration assays were 
pruned to produce uniformly aged shoots. Leaves of Mexican lime SRA 140 (Citrus aurantifolia), 
alemow SRA 779 (Citrus macrophylla) and Pineapple sweet orange (Citrus sinensis) were 
inoculated by infiltration of bacterial suspensions containing 1×105 CFU ml-1 or 1×106 CFU ml-1 as 
described previously (1). Symptom development was evaluated at 4, 6, 8, 10 and 14 and 21 dpi. 
 
Semi-quantitative RT-PCR experiments 
RT-PCR experiments were performed using primers to amplify a 200 bp product for each gene. 
Three leaves on individual citrus plants were infiltrated with the tested strains bacterial 
suspensions containing 1×106 CFU ml-1. Points of inoculation were pooled for RNA extraction at 6 
and 48h post-inoculation. Total RNA was extracted using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) and 
an on-column DNAse digestion was performed. RNA was check was integrity on an agarose gel  
and quality and quantity was estimated using a ND-1000 Nanodrop spectrophotometer. cDNA was 
synthesized with 1 µg of DNA using ImProm-II Reverse Transcriptase system. Specific primers 
amplyfing the upl7 (ubiquitin protein ligase 7) genes were used as control. Upl7 was previously 
recommended to be reference gene for studies in gene expression in citrus species and relatives 
(30).. Appropriate PCR cycle numbers specific to each gene and to the primer combination were 
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determined by testing a range of cycle numbers and choosing one for which DNA amplification 
was still in the exponential phase. PCR conditions appropriate for each gene and the 
corresponding primer pair sequences are available in supplemental material Table S2.  
 
Data Analysis 
Prediction of Xci TAL targets in the citrus genomes were performed using the TALVEZ program (35) 
on the draft genomes of C. clementina (Haploid Clementine Genome, International Citrus Genome 
Consortium, 2011, http://int-citrusgenomics.org/, http:://www.phytozome.net/clementine) and 
C. sinensis (Sweet Orange Genome Project 2010, http::// www.phytozome.net/orange). 
Prediction was performed for all 24 TAL-cc and included several RVD sequences of other Xci TAL 
effectors (to be published elswhere). The program relies on Positional Weight Matrices (PWM) 
that shows great accuracy when accompanied with a log-likelihood scoring system taking into 
account nucleotide distributions in scanned sequences (33). Talvez uses an RVD-nucleotide 
association matrix based on the code published by Moscou and Bogdanove (34). This matrix was 
adjusted in order to incorporate more recent findings and a priori assumptions in the association 
model: (i) equal counts vectors were assigned to RVDs ending with the same amino acid, keeping 
those of the most frequent RVD; (ii) specificities for the 0 position were modified to allow the 
binding of cytosine, albeit with a lower count than thymine. An additional scaled-down matrix is 
used to account for less-stringent RVD-DNA matches in the C terminal region of the TAL (A. L. 
Pérez-Quintero et al., unpublished data;(32)).  
Talvez scans DNA sequences for binding sites in several steps: (i) for each input TAL RVD sequence, 
a PWM is created according the RVD-DNA matrix. (ii) The nucleotide compositions of input DNA 
sequences (e.g. full genome sequences or promoter regions) are calculated. (iii) Input DNA 
sequences are screened and scored using a log-likelihood function provided by the Java script 
available from Megraw and Hatzigeorgiu (2010). that weights the probability of a nucleotide 
corresponding to the PWM vs the probabilities of finding this nucleotide in any position according 
to the nucleotide composition. (iv) Results above a threshold value (6) are reported and ranked 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 
TAL	effector primer	number	(1) primer_id primer	sequence


























Primer	name primer	sequence fragment	size Annealing	temperature number	of	PCR	cycles
AE374-lob CGCCGCAGATGCGTCGAGAA 188 53 38
AE376-lob TCCCGGATTCTGGCACTTGCT




Table S2 : Primers, Tm  and number of cycles applied in the semi-quantitative RT-PCR 
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Xanthomonas is a large genus of gamma-proteobacteria, many of which cause disease to ~400 
plant hosts including citrus, rice, cassava, rice, wheat, cotton, pepper, tomato, soybean, sugarcane 
(13). Many of them rely heavily on one or more TAL (transcription activator-like) effectors for their 
pathogenicity (3). These proteins are injected by the bacteria into their host cells and are able to 
“hijack” the plant machinery by acting as transcription activators on specific host genes (29). In 
compatible interactions, they are major aggressiveness factors and activate susceptibility (S) genes 
to make the colonization successful and to induce symptoms. Some plants have diverted S genes 
promotor regions (targeted by TAL effectors) to activate resistance genes also called "executor" 
resistance genes. In such incompatible interactions, TAL effectors betray the presence of the 
bacteria and activate defense responses. Disease progression is stopped mostly by induced host 
cell death. TAL effector functionality relies on fascinating binding specificities that make them the 
most studied family of effectors from Xanthomonas species (3). They are type 3 effectors injected 
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into the host cell via a type 3 secretion system (T3SS) and are directed to the host cell nucleus by 
C-terminal nuclear localization signals (NLS). Once inside the nucleus, they bind upstream the 
targeted gene specifically to a short DNA region, which becomes a de facto promoter. TAL 
effectors specificity is determined by the central region of the protein composed of tandem 
repeats of 33-35 conserved amino acids. Residues 12th and 13th (referred as RVD for repeat 
variable diresidues) in each repeat are hyper variable and they preferentially associate with a 
specific nucleotide into the promoter region (4, 21). Different types of repeats were identified, 
some having strong base-pair preferences (such as RVD NG, NI and HD which bind to T, A, and C, 
respectively) and others being less selective in their recognition (NN binds to C or A, and NS binds 
to A, C, G or T). A peculiar type of repeat is 33 amino acids long because it contains a RVD referred 
as N* (the star (*) referring to a missing amino acid) and recognizes C or T. The number and order 
of the repeats determine size and sequence of the promoter, called effector binding element (EBE) 
as predicted by this TAL code (4, 21). Studies of TAL effectors from Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
(Xoo) and Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) - rice pathosystems showed that two given TAL 
effectors may target a common gene by having EBE that can be similar, overlapping, contiguous or 
distant in the region upstream the gene. Also, TAL effectors can induce similar physiological 
changes by targeting paralogous genes using identical or different EBE (22). 
Most studies to decipher the structure and roles of natural TAL effectors have focused on few TAL 
effectors from a restricted number of strains, mostly from Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), 
Xanthomonas citri pv. citri (Xci), and Xanthomonas euvesicatoria. TAL effectors described for their 
aggressiveness or avirulence activity are often part of a pool of two to 28 paralogs in a given strain 
(29), but the distribution and diversity of genes in this pool is generally poorly characterized and 
might be underestimated in natural populations as illustrated by the recent announcement of the 
genome sequence of Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) strain Xca5, which contains 
TAL effectors although no TAL effectors were reported from Xcc sequenced strains ATCC333913, 
8004 and B100 (1, 5, 27, 33). Furthermore, there is much variation in the pool of TAL effectors 
between strains within a single pathovar: studies based on RFLP and host range showed variability 
in terms of number of TAL effectors, location on the genome (plasmide-borne versus genomic 
DNA), and number of repeats based on fragment size. A collection of 155 strains of Xanthomonas 
axonopodis pv. glycines was classified in six haplotypes according to TAL effectors content and 
RFLP pattern ranging from three to seven hybridization bands (23). 138 strains of Xanthomonas 
citri pv. mangiferaeindicae collected in several countries and isolated from two host species 
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contain six to ten bands and a variability of 18 different bands, and showed correlation between 
haplotypes and geographic or host origins (12). Although some TAL genes were determined to be 
major determinants of aggressiveness or avirulence, the contribution of most of these TAL 
homologs to the plant-bacterium interaction remains unknown. TAL effectors multiplicity in a 
single strain is believed to allow redundancy of function, with a possible additive effect such as 
was demonstrated for hax2, hax3 and hax4 from Xanthomonas campestris pv. armoraciae strain 
5, contributing to symptom development on radish (16). Multiple paralogs may constitute a 
reservoir of diversity for recombination, evolvability being a great advantage to escape diversion 
by the plant.  
The pathosystem Xanthomonas citri pv. citri (Xci)-Citrus is an interesting model for studying the 
potential role of TAL effectors in host specificity : strains of this pathovar belong to one of two 
pathotypes differing in host range. Pathotype A infects a wide range of rutaceous species and is 
pathogenic to most commercial citrus species, whereas pathotype A*/AW has a host range 
restricted to Mexican lime (Citrus aurantifolia) and the phylogenetically-related alemow (Citrus 
macrophylla), with AW strains inducing HR-like symptoms on grapefruit (C. paradisi) (11, 28). 
Several works suggested that this difference in host range may be correlated to a difference in TAL 
genes contents: Southern blot analyses showed that pathotype A strains contained three to six 
BamHI fragments hybridizing with a TAL probe, while pathotype A* strains contain much less TAL 
homologs, with one or two hybridizing fragments (17). Another study suggested that all strains, 
whatever the pathotype, contained a pthA homolog with 17.5 repeats solely responsible for 
canker symptoms but not responsible for Xci host range determination (1). To assess the role of 
the four TAL effectors from A strain Xci LMG 9322, each of them was individually transferred into 
A* strain Xc270* and none of them could broaden A* strain host range. However, changes in host 
range and/or aggressiveness were reported in Xci strains showing naturally occurring or artificially 
induced recombination events in the tandem repeat region of TAL effectors (30, 34). TAL effector 
HssB3.0 from A strain KC21 was shown to be responsible of the weak aggressiveness of a group of 
strains in Xci strain on Otachibana pummelo (C. maxima), and appeared to be a chimera of two 
other TAL genes found in the same strain (30). Likewise, induced intragenic recombination of TAL 
gene tandem repeats led to new genes with novel host specificities and altered pathogenicity 
and/or avirulence phenotypes on Duncan grapefruit (C. paradisi) (34).  
The diversity of TAL effector sizes reported among A strains suggests that non-canker forming TAL 
effectors might additively contribute to the definition of the host range or individually play a role 
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in the genetic background of A strains (17). The reduced number of TAL effector in Xci makes this 
pathogen an interesting model to study the function and evolution of TAL effectors. The aim of 
this work was to characterize the diversity of TAL effectors from Xci and to assess their role in the 
definition of Xci host range based on the recent knowledge of TAL effector binding specificities. 
We characterized Xci TAL effectors diversity in a collection of 24 strains representative of Xci 
genetic and pathogenic diversity by sequencing their central repeats. This revealed that TAL 
effectors could be classified into clusters of identity. To understand the contribution of each 
cluster to the pathogenicity of Xci, we conducted exhaustive mutagenesis with strains IAPAR 306 
and CFBP2911*, chosen to be representative of pathotype A and A* strains respectively: non-
canker forming TAL effectors were deleted individually and in combination to obtain double and 
triple mutants, and several TAL effectors were also transferred from one pathotype to the other. 
Based on cluster identity, we investigated the predicted targets specifically induced by A strains. 
We finally discuss on the evolution of the Xci TALome. 
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RESULTS 
 
Based on hybridization fragments sizes, Xci TAL effector content is pathotype-specific. 
Based on a previous sampling of Xci strains representative of Xci worldwide diversity (6, 11), 
Southern blot hybridization was conducted on digested genomic DNA from a collection of 55 
strains from 19 countries containing 24 A strains, seven AW strains (defined as A* strains inducing 
HR symptoms on grapefruit), and 24 A* strains (Fig. 1). Probe avrXa10 (which has 90% DNA 
identity with pthA homologs from IAPAR 306) hybridized with one to six different DNA fragments 
per strain, with a total of 14 band sizes corresponding to 8.5 to 23.5 repeats (no band 
corresponding to 20.5 or 10.5 repeats were found). Based on hybridization band patterns, all 
recorded haplotypes were pathotype-specific. Within Xci pathotypes, haplotypes seemed to 
correlate with geographical origin of the strains except for strains coming from India and 
Bangladesh that corresponded to seven and four haplotypes respectively (Table S1). Uncertain 
band sizes were confirmed by PCR amplification of TAL genes, and further confirmed by 
sequencing. Each hybridization band might count for several TAL effectors of the same length as 
illustrated by the TAL effector pthA2 and pthA3 found in the sequenced strain IAPAR 306, both 
containing 15.5 central repeats and differing in their RVD content (8). Sequencing revealed that 
strain FDC 217, although showing two hybridizing fragments, contained 3 TAL genes and 2 TAL 
genes with 15.5 repeats (see below), therefore all A strains contain 3 to 6 TAL genes. Repertoire 
analysis shows that 24 out of 26 A strains contain a common band of 3.15 kb corresponding to a 
TAL gene of 15.5 repeat.  
 
Repeat sequencing reveals that Xci TAL effectors are pathotype-specific and highly diverse with 
most of them being strain specific. 
Based on Southern blot hybridization patterns, genetic diversity (11) and geographical origin, we 
selected a subset of 24 strains and sequenced their TAL genes (Fig. 1). This collection covers 7/7 
TAL effector haplotypes for A*/AW strains and 11/16 detected for A strains (Table S1). Comparison 
of TAL genes content from Southern blot hybridization and PCR amplification, which covers only 
the central region, showed a conserved 1.25 kb size difference between both techniques, which 
suggests that both 5' and 3' ends of all TAL effectors included in this study are conserved in size. 
Therefore, sequencing was performed on the central repeats region and focused on the RVD 
sequences (Table 1).  
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 Figure 1. (A) Xanthomonas citri pv. citri TAL effector content based on fragment sizes after Southern blot 
hybridization using avrXa10 (90% DNA identity with pthA homologs from IAPAR 306) combined to amplified 
fragment length polymorphism (AFLP) neighbour-joining tree (11). The subset of strains selected for 
sequencing of TAL effector central repeats (RVD) is indicated in bold on the tree. Grey square represent 
presence of a TAL effector of the given size, (S) representing the sequenced TAL effectors. (B) Southern blot 
hybridization shown for a subset of strains. (C) Accurate characterization of TAL effectors patterns of Xci 




Figure 2. Venn diagram showing the number of unique and shared RVD sequence between Xci pathotypes 
among the 24 sequenced strains. First numbers indicate the number of unique RVD sequences and number 
in brackets indicate the total number of RVD for each zone in the diagram. Overlapped region refers to 
common RVD sequences found in both A* and Aw strains. 
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Seven strains contained homologs of the same size (Table 1, Table S2). Overall, eight out of 64 
hybridization bands corresponded to two TAL effectors of similar number of central repeat yet 
differing in their RVD sequence. Central repeats were sequenced for a total of 68 TAL genes in 
addition to those from strain IAPAR 306. Analysis of RVD sequences showed that no common RVD 
pattern was found in strains differing in their host range. The 72 TAL genes central regions were 
sequenced and can be classified in 46 unique RVD patterns as follows: 31 for the 44 TAL genes 
from A strains and 15 for the 28 TAL genes from A*/AW (3 common to A* and Aw, 8 unique to A*, 
and 4 unique to Aw)(Fig. 2). 
 
Most Xci TAL genes can be classified in 4 main clusters of RVD identity, clusters p2 and p3 being 
specific to A strains.  
In order to better characterize Xci TALome, RVD pairwise comparison using approximate string 
distance was computed for all 72 RVD sequences. This distance is generalized from Levenshtein 
(edit) distance and gives the minimal possibly weighted number of insertions, deletions and 
substitutions needed to transform one string into another (18). Similar costs were given to 
insertion, deletion or substitutions. Hierarchical clustering by Ward’s method was then performed 
using the computed matrix of edit distance (19) (Fig. 3). 
Based on the dendrogram and the matrix of identity, most Xci TAL effectors were classified into 
four main clusters. First, all strains except A strain LD7-1 had a homolog of 17.5 or 18.5 repeats 
belonging to cluster p4. Additionally, this cluster contained the three TAL effectors 
A_LG102_17.5b, LE117-1_18.5b and Aw_LG115_19.5. Alignment of TAL effector RVD from cluster 
p4 showed 85.9% RVD pairwise identity and alignment of the predicted corresponding EBE shows 
79.6 % of pairwise identity (Fig. 4). Secondly, cluster p1 contained homologs in three distinct 
subclades p1.1, p1.2 and p1.3 with 21 out of 24 strains of our study having a TAL effector in cluster 
p1. Alignments of RVD and EBE showed that the first fourteen RVD (and predicted targeted 14 
nucleotides in the EBE 5' end) are conserved with a consensus targeted EBE TAYAYACCTACACC 
(bold letters corresponding to either Y or the indicated nucleotide). RVD duplication or deletion 
might count for the observed polymorphism at the 3' end, such as TAL genes from JS581* and 
JS584* that differed by the insertion of a 15th repeat containing the RVD 'HD' (corresponding to a 
C) (Fig. 3). Cluster p1.1 contained four TAL effectors of 21.5 to 22.5 repeats with no relationship 
with the pathotype classification, genetic diversity or geographic origin.  
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 Figure 3. A. Dendrogram of the hierarchical clustering of TAL genes based on Ward’s method. B. Pairwise 
approximate string distance based on Levenshtein distances. Colors correspond to the distance value : red 
= highly identical, blue, low identity. Clusters of identity are indicated by number p1 to p4. 
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 Figure 4. Clusters p1 to p4 RVD sequences and corresponding EBE alignments. Mismatches are highlighted 




Cluster p1.2 grouped four TAL genes of 18.5 and 19.5 repeats from four strains genetically closely 
related and originating from Mali, India, and Pakistan. Cluster p1.3 grouped TAL genes of 14.5 to 
18.5 repeats from strains of pathotype A and A*. Thirdly, cluster p3 contained TAL homologs for 9 
out of the 11 A strains included into this study. RVD alignment showed 94.8% identity (Fig. 4). 
Fourthly the two remaining A strains FDC 217 and LG97 that did not have a TAL gene in cluster p3 
contained TAL genes in cluster p2 grouping with pthA2 from A strains. (Fig. 4). Both clusters p3 and 
p2 are specific of pathotype A. 
 
Recombination events have occurred between strains and within a strain's TALome. 
Analyses of RVD distribution amongst all RVD sequenced revealed that Xci TAL effector genes 
contain only six different RVD (HD, NI, NG, N*, NS and HG in order of frequency). This RVD 
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composition is similar between pathotypes (Fig. S1 and data not shown), which suggests that they 
all have a common origin rather than being acquired from other Xanthomonas. TAL effectors from 
cluster p1.1 p1.2 and p1.3 showed fourteen conserved RVD at the 5' end. The 3' end might evolve 
through indels and recombination of RVDs along the phylogeny. As shown in figure 5A diversity of 
TAL effectors in cluster p1 might be explained by duplication of a group of repeats (Fig. 5A). Also 
recombination might have driven the evolution of TAL effector content within a given strain. This 








Figure 5.  Traces of recombination events (A) within cluster p1 TAL, or (B)between a strain's TALome. (A). 
black lines indicate possible recombination. (B): colored lines indicate possible recombination leading to 
the TAL effector diversity found in strain JJ10-1.    
 
 
Single, double or triple deletion of non-canker forming TAL effectors does not change Xci host 
range. 
In order to characterize the role of non canker forming TAL Effectors of Xci in their genetic 
background, we conducted individual and combined mutagenesis of all three pthA1, pthA2 and 
pthA3 TAL effectors from A strain IAPAR 306 (used as our model strain for pathotype A) and 
deleted pthA*2 from strain A* CFBP2911* (used as model our strain for pathotype A*). To do so, 
T A Y A Y A C C T A C A C Y A C A C Y A C C T A*_CFBP2911_21.5
T A Y A Y A C C T A C A C - C T A*_JS581_13.5
T A Y A Y A C C T A C A C A Y C T A*_LE20-1_14.5
T A Y A Y A Y A C C Y A C A C Y C T C T A_NCPPB3562_18.5




Chapitre IV - Effecteurs TAL
we conducted specific deletion of each TAL gene based on specificities found in their flanking 
regions. Although both pthA1 and pthA3 have similar flanking regions at the 3' end, specificity 
allowed by the flanking region on 5' end was sufficient to achieve double recombination events. 
Flanking regions of pthA*2 from A* strain CFBP2911* were determined by PCR amplification using 
primer pairs designed on flanking regions of the four TAL effectors found in A strain IAPAR 306 and 
pthA*2 was flanked by regions similar to the pthA1 flanking regions from IAPAR 306 (primers 
provided upon request). Each TAL gene deletion was confirmed by PCR amplifications priming on 
the flanking regions and with primers amplifying the repeat region and allowing assessing of TAL 
effector content (Fig. 6 and data not shown).  All tested mutants are listed in Table 2. Single, 
double or triple mutants were inoculated to Mexican lime (data not shown) and sweet orange 
(Fig. 6). No difference in symptomatology was observed after immature leaf infiltration at 
1×106 CFU ml-1 for single or double mutants. TAL effector content of each strain was confirmed by 




Figure 6. (A) Infiltration on sweet orange at 1×106 CFU ml-1 of strain IAPAR 306 wild type and mutants (A) 
single, double or triple deleted mutants of TAL effector pthA1, pthA2, and pthA3. No visible change in 
phenotypic response at 17 dpi. (B) TAL effector content of strain IAPAR 306 and its single, double or triple 
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TG1 F' [traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15]supE thi-1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5, (rK-mK-) L.Noël
Plasmids
p∆13 GoldenGate-compatible pK18 plasmid (L.	D.Noël,	unpublished)
pRK2073 Helper plasmid for triparental mating, ColE1 replicon, TraRK+, Mob+, Specr (Leong	et	al.,	1982)
pFAJ1700 pTR102-derived expression vector, containing a multiple cloning site and transcriptional terminators in both orientations; TetR AmpR
pBSK-  pUC derivative, Ampr Stratagene
p∆13::∆pthA1A* p∆13 containing pthA1=pthA*2 flanking regions  from LE20-1 Kan
r (AE80-AE265 (780 
bp) + AE266-AE267 (870 bp)) This	study
p∆13::∆pthA2A p∆13 containing pthA2 flanking regions from 306, Kanr This	study
p∆13::∆pthA3A p∆13 containing pthA3 flanking regions from 306, Kan
r (AE344-AE345 (732 bp) +AE266-
AE267 (866 bp)) This	study
p∆13::∆pthA*2CFBP2911
p∆13 containing pthA*2 flanking regions from CCFBP2911, Kanr (AE80-AE265 (780 bp) 
+ AE266-AE267 (870 bp)) This	study
pBSK-::pthA2A
pBSK- containing (AE252-AE253-3920 bp) pthA2 from 306 with its native promoter  
(XbaI EcoRI fragment), AmpR This	study
pBSK-::pthA3A
pBSK- containing (AE361-AE362 3957 bp) pthA3 from 306 with its native promoter  (XbaI 
EcoRI fragment), AmpR This	study
pFAJ1700::pthA2A
pFAJ1700 XbaI-EcoRI 3.9 kb fragments containing pthA2 from 306 with its native 
promoter, TetR This	study
pFAJ1700::pthA3A
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Transfer of TAL effectors from a pathotype A strain did not modify A* strains host range 
Based on cluster identity, we found that genes in clusters p2 and p3 were specific of pathotype A 
strains. Three A strains (NCPPB 3562, LH1-3, FDC217) have only three TAL effectors, one belonging 
to p4, one to p1 and the third one belonging either to cluster p2 or p3. Consequently, we decided 
to transform A* strains with either pthA2 or pthA3 to assess their role in the genetic background 
of A* strains. TAL genes were inserted into the expression plasmid pFAJ1700 with their native 
promoter and terminator regions. Transformants were selected upon resistance to tetracycline 
and their identity was again confirmed by both antibiotic resistance and PCR once isolated from 
the lesion after inoculation assay. None of strains CFBP2911*::pthA2A or CFBP2911*::pthA3A 
showed phenotypic differences on sweet orange compared to the wild type derivative 
CFBP2911*R. We also assessed the effect of the introduction of pthA3 into strain 
CFBP2911*∆pthA*2 but no phenotypic change was observed on sweet orange after infiltration at 
1×106 CFU ml-1 (data not shown). 
 
 
Figure 7: Characterization of the triple deleted mutant 306∆pthA1∆pthA2∆pthA3 (306∆∆∆). (A) 
Inoculation of 306∆∆∆ (left) at 1×105 CFU ml-1 on sweet orange showed milder epidermis rupture and 
seemed to produce less chlorosis, compared to the wild type 306R (right) as shown on four leaves. (B) 
Bacterial multiplication in sweet orange of IAPAR 306 and 306∆∆∆ at 6 and 21 days post inoculation (dpi). 
Means of log colony-forming units (CFU) for 8 leaf discs after inoculation by infiltration at 1×105 CFU ml-1. 
Error bars indicate +/- standard deviation (SD). (*) indicates significant difference between strains at a given 
time according to Student's t test (P value <0.05). 
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306∆∆∆ shows reduced epidermis rupture, chlorosis and impaired bacterial multiplication in 
planta on sweet orange compared to the wild type 306R. 
Inoculation of 306∆∆∆ at 1×105 CFU ml-1 on sweet orange showed milder epidermis rupture and 
seemed to produce less chlorosis, compared to the wild type 306R (Fig. 7). Both strains were also 
inoculated on grapefruit and the mutant 306∆∆∆ produced less pustules and less chlorosis (to be 
repeated). To better characterize this phenotype, we investigated the behavior of both strains by 
comparing in planta bacterial multiplication on sweet orange 6 and 21 days post inoculation (dpi). 
As shown in Fig. 7, population densities were not significantly different 6 dpi. However, 21 dpi 
306∆∆∆ reached a population density of 4.47 ×107 CFU cm-2 compared to 1.3 ×108 CFU cm-2 with 
significant difference according to Student's t test (P-value <0.05) (Fig. 7).  
 
Target prediction reveals specific targets of pathotype A  
Up to 200 potential targets were predicted for each of the 72 TAL effectors included in this study. 
Among the common targets (Table 3), several were involved in ubiquitination pathways, 
transcription factors, cell-wall strengthening and a tumor-necrosis-associated factor. 
Among targets specific to A strains were proteins of the UDP-Glycosyltransferase superfamily, 
found in many scaffolds of sweet orange, and a beta-carbonic anhydrase 5 which is involved in 
(de)carboxylation processes including photosynthesis and respiration. Targets of TAL effectors 
belonging to clusters p2 or p3 (at least one of which being present in every A strain) were involved 
in chloroplast located proteolysis, transcription, cell growth and cell development but no target 
was common to genes from both clusters (Table 3).  
Two targets were specifically induced by A* strains only: a eukaryotic translation initiation factor 2 
beta subunit and a poltergeist-like 4 protein (involved in leaf development).  
No target was specific of the more aggressive A* strains from Iran (JS584* and JS581*) (11), but 
the ATP binding microtubule motor family protein was identified for all A* strains except those 
from Iran and a FRIGIDA-like protein is potentially targeted by all A strains (A strains specific p3 
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DISCUSSION 
 
Most Xanthomonas having a pool of TAL effectors rely on at least one of them in that pool  for 
pathogenicity. However little is known about the origin, the diversity and the role of the coexisting 
non-major TAL effectors, and whether they are involved in the definition of the host range. 
Previous work suggested that TAL effectors in multi-copies might contribute to the rapid evolution 
of a pathogen, extending its host range or avoiding host recognition (34). But they can also be 
specifically recognized which means that reduction of TAL effectors number might modify host 
specialization. Furthermore, the role of individual TAL effectors might not be detected upon lab 
experiment, or they might be involved in interactions on unknown host-related ecological niches. 
To investigate the prevalence of the previous hypothesis, we based our work on a worldwide 
collection of phenotypically and genetically characterized strains of Xanthomonas citri pv. citri. Its 
pathogenicity relies on a major aggressiveness factor pthA4 known to be sufficient to induce 
typical hyperplastic and hyperplasia symptoms on citrus species. Several studies showed that this 
effector is not involved in the determination of the host range of Xci (1) and that this pathogen 
contains several other TAL effectors with potential host specificities (17, 30). Compared to other 
TAL effector-dependent Xanthomonas pathosystems, Xci TAL effector content is relatively 
restricted with two to six TAL genes per strain and it is therefore a good model to investigate the 
role and evolution of a given pathovar's TALome amongst strains that exhibit host range 
specialization.  
 
Xci strains have distinct TAL effector content according to their host range. 
Investigating Xci TALome showed a clear pathotype specificity. A first level of structuration was 
revealed when considering the TAL gene content characterized by size and number of TAL genes 
per strain. TAL gene profiles determined several haplotypes that were pathotype-specific. Strains 
of pathotype A*/AW which have a narrow host range contain two TAL effectors whereas strains of 
pathotype A of wide host range contain three to six TAL effectors. This first level of structuration 
was emphasized by sequence data which showed that RVD sequences were also pathotype-
specific. Two thirds of the RVD are unique sequences which suggests a constant evolution of TAL 
effectors along the phylogeny, as most TAL effectors shared by several strains correspond to clade 
specificities often related to their geographical origin. These results suggest that TAL effectors 
content is under highly dynamic evolution.  
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Although TAL gene sequences show a wide diversity, pairwise comparison of RVD sequences 
revealed that all Xci strains shared a common pair of relatively conserved TAL effectors consisting 
in one TAL homolog of the canker forming pthA4 (clustering in p4), and another less conserved 
TAL homolog belonging to cluster p1. Although polymorphism occurred for both groups, this 
suggests a selective pressure for the conservation of these TAL effectors for the pathogenicity of 
Xci. TAL effectors from cluster p1 showed the conservation of RVD 1 to 14. Recent work revealed a 
polar effect on RVD binding (20), the 14 first conserved common RVD in TAL effectors found in 
cluster p1 might therefore allow the targeting of similar EBE, with a certain mismatch tolerance at 
the 3' end of the TAL effector, suggesting that all TAL effectors from cluster p1 may at least have a 
common target. This is further supported by a potential convergent evolution towards identical 
motifs for TAL effectors found in cluster p1.1 from genetically and geographically distant strains 
yet clustering together. 
Interestingly, all A strains contain at least an additional TAL effector found in one of the A specific 
clusters p2 or p3, which suggests that A strains need a minimum pool of 3 TAL effectors, 
consistent with previous data (15, 17). Therefore, the above structuration of TAL into clusters of 
identity suggests a role of the non-canker forming TAL effectors in Xci, and possibly in the host 
range determination. Contribution to host range determination could then rely on the activation 
of specific pathways and genes by the A strains TAL effector from cluster p2 or p3, leading to 
compatible interactions on hosts such as sweet orange or grapefruit that are not susceptible to A* 
strains.  
 
Xci non-canker forming TAL effectors do not contribute to Xci specific virulence on sweet orange 
TAL effectors might be involved in opposite effects during the interaction, either by avirulence or 
aggressiveness activity, thus determining the compatibility of the interaction. The role of four pthA 
homologs from A strain Xci LMG 9322 was investigated by transferring them into strain Xc270* 
(=JK2-10* from Saudi Arabia in this study), which revealed that none of them could broaden A* 
strain host range (1). TAL effectors from strain LMG 9322 were considered as homologs of TAL 
effectors from strain IAPAR 306. However, we showed that these strains have different TALome, 
consequently we can not determine which TAL effectors from strain LMG 9322 were actually 
transformed into strain Xc270*. We decided to work with strain IAPAR 306 and performed several 
mutagenesis experiments. To investigate potential avirulence or aggressiveness roles of Xci 
TALome in their genetic context, deletion mutants of pthA1, pthA2 and pthA3 were produced. All 
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3 TAL effectors were deleted individually, combined by pair, and all three simultaneously leading 
to a triple mutant of all "non-canker forming" TAL effectors. All tested individual, double and triple 
mutants remained pathogenic when inoculated by infiltration on sweet orange. Since our cluster 
analysis suggested that A strain TALome could be mimicked by introducing either pthA2 or pthA3 
into a given A* strain we introduced each of them in strain CFBP2911* but this did not modify its 
host range. We selected strain CFBP2911* in an attempt to use an A* strain that had a genetic 
background different of that of Xc270* (6, 11). Additional experiments were conducted with two 
other A* strains again with a different genetic background (LE20-1 from Ethiopia and JF90-8 from 
Oman) and without highlighting any host range modification (data not shown). Therefore, based 
on the hypothesis that both transformants were expressed and delivered into the host cell, none 
of them can individually act as a virulence factor in the genetic context of A* strains. Both 
experiments suggest that Xci strains do not need these effectors to infect sweet orange under our 
inoculation conditions. However, although all strains of Xci have a common pair of TAL effector in 
cluster 1 and 4, no common sequence was found between any pair of strains from different 
pathotypes. The fact that RVD are highly pathotype-specific might explain why no change was 
observed in the described mutagenesis experiment. This suggests that the entire TALome from 
one strain could explain its host range. We then investigated if A* strains TAL effector from cluster 
p1, also referred as pthA*2 (1) is involved in the restriction of the host range in A* strains. We 
deleted it from strain CFBP2911* but the CFBP2911*∆pthA*2 host range was not affected. The 
potential effect of pthA*2 in the restriction of the host range in strain of pathotype A was not 
tested.  
 
Xci non-canker forming TAL effectors found in A strains contribute to the symptomatology by 
triggering susceptibility genes. 
Additive effect of TAL effectors to symptomatology has been reported (16). Similarly, Xci TAL 
effectors seem to additively contribute to Xci pathogenicity. Inoculation of the mutant 306∆∆∆ 
(deleted from pthA1, pthA2, and pthA3) on sweet orange showed less epidermis rupture, less 
chlorosis and a significant reduction of population density in planta compared to the wild type 
strain 306R containing all four TAL effectors. These primary results suggest that one or several TAL 
effectors amongst pthA1, pthA2 and pthA3 contribute additively to Xci canker symptoms. 
Apparently impaired epidermis rupture suggests that these TAL effectors might affect pathways 
leading to weakening of the host cell wall and consequently reduced bacterial release from lesions 
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and ultimately epidemic fitness. Further analysis of the mutants obtained in this work might help 
to assess whether one or several TAL effectors confer this phenotype. A recent work on pthA 
homologs interactome revealed that both PthA2 and PthA3 form homo and heterodimers 
whereas PthA1 and PthA4 do not, and more importantly, both PthA2 and PthA3 interact with a 
specific citrus protein complex implicated in nuclear transport, transcriptional function et DNA 
repair mechanisms (9). PthA2 and PthA3 have therefore specificities in the citrus host cells. 
Analysis of predicted targets of TAL effectors from cluster p2 and p3 revealed a set of common 
targets specific of A strains and involved in chloroplastic proteolysis, regulation of transcription, 
and genes involved in growth and development of the host cell. Dysfunction of these pathways 
might interfere with the defense response and contribute to hyperplastic canker symptoms.  
 
Xci TAL effectors are apparently highly evolving 
Although implicated in Xci pathogenicity, TAL effector diversity seems to never fix within the 
population. This dynamic is facilitated by several molecular structure: (1) their central repetitive 
structure is a good candidate to be a hot spot of homologous recombination (2, 25), (2) their 
surrounding regions are rich in Insertion Sequences (IS) prone to recombination and duplication, 
(3) their plasmid-borne location (demonstrated for those in strain IAPAR 306) facilitates exchanges 
between strains (10). The hypothesis of duplication/recombination events within a strain TALome 
is further supported by the analysis of strain JJ10-1 TALome (this study). As suggested earlier, such 
diversity may be useful for rapid differentiation. However, this dynamic must remain in a 
framework where at least one TAL effector has to remain fully functional. This might be allowed by 
the existence of RVD binding to several nucleotides (such as N* and NS), but also a relative 
tolerance to mismatch. Also, various TAL might target several short DNA sequences in the same 
promoter region. Consequently, TAL effectors are under dynamic yet constrained evolution. TAL 
effector diversity and apparent evolvability might be a response to targeted promoter regions in 
citrus genomes that could be rapidly evolving to escape susceptibility.  
 
Acquisition of a plasmid-borne TAL effectors might be the founder of Xci pathogenicity 
All Xci strains contain plasmids (26) and rely on them for their pathogenicity. Selective advantage 
of plasmids containing the TAL conferring hyperplastic and hyperplasia symptoms typical of citrus 
canker was demonstrated by in planta spontaneous transfer of plasmid pXcB from Xanthomonas 
citri pv. aurantifolii, the causal agent of South American citrus canker, to a strain of Xci with a 
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knockout in pthA4 (10). Interestingly, several strains that appear to miss TAL effectors were 
described in Xoo and X. citri pv. glycines and their pathogenicity was severely affected compared 
to strains of the same pathovar harbouring TAL effectors (23, 31). Similarly, A strain LD7-1 from 
our collection appeared to have lost the TAL conferring this ability to cause canker as this strain 
did not cause any canker symptoms. Moreover, the naturally weakly pathogenic Xoo strain X11-5A 
showed increase in aggressiveness when supplemented with major TAL genes from other Xoo 
strains, indicating that TAL genes exchanges, if it occurs in nature play a role in adaptation by 
increasing the aggressiveness. This indicates the major role of TAL in the disease outcome of these 
pathovars (23, 31).  
From these observations, we can speculate that at some point, a mildly pathogenic Xanthomonas 
strain on citrus might have gained the ability to induce dramatic symptoms by gain of a plasmide-
borne TAL gene. From that point, expansion of TAL effectors might have occurred because they 
increased overall fitness of the pathogen and might be tolerated as long as they do not induce 
resistance pathways. Although no role of Xci TAL effectors has been demonstrated in the 
triggering of defense responses in citrus, the variability described here suggests it. TAL genes 
evolution is probably the result of a tradeoff between their aggressiveness and avirulence 
functions, highly dependent on the structure of the host populations they have encountered.  
 
Is TAL effectors content a consequence or a driving force in the evolution of Xci pathotypes ? 
Analysis of Xci TAL effectors content revealed pathotype specificities. We could not show the 
involvement of TAL effectors in the definition of Xci host range considering sweet orange as 
representative of the discriminant hosts between the two pathotypes. However, characterization 
of 306∆∆∆ suggests a selective pressure maintaining strain IAPAR 306 TAL effector contents, but 
their role in host range definition might not be detectable on sweet orange as a single citrus host. 
Strain 306∆∆∆ should be further inoculated on common hosts for A and A* strains such as 
Mexican lime or C. macrophylla to assess if this mutant is impaired in its symptomatology on all 
Citrus species or only on sweet orange and grapefruit. 
As exemplified by PthXo7, functions of some TAL effectors may only be apparent in certain host 
genotypes (32). Therefore, inoculation of several other citrus varieties at different densities of 
inoculum would help to assess if TAL effector conservation is necessary for specific interaction on 
a given host or might be due to the linkage with other genes under selection irrespective of TAL 
effector function. These inoculations should use varying concentration of inoculum and various 
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techniques to prevent weakening of tissue by infiltration, which can contribute to symptom 
development. The choice of citrus genotypes can be reasoned according to the variability of 
predicted TAL effectors targets in their genomes (150 Citrus genomes will soon be available to the 
scientific community) in order to increase the chances of characterizing informative interactions.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES  
For the following sections, please refer to the previous article. Only modifications are indicated 
bellow as several experimental procedures are similar.  
- DNA sequencing 
- Characterization of TAL content by PCR amplification 
- Bacterial strains and growth conditions.  
Bacterial strains used in this study are listed in Table 1 and Table 2. 
 
- Southern blot hybridization 
Genomic DNA was extracted from Xci strains after one night culture on LBA (Luria Bertani Agar) 
using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit 513 (Promega). DNAs (10 µg) were digested with 
BamHI (New England Biolabs) according to the supplier's instructions. DNA fragment separation 
and blotting was performed as described previously (12). pBS-avrXa10 plasmid containing avrXa10 
from Xoo (91% to 94% DNA identity with IAPAR 306 TAL) was used as a probe(14). Probe labelling, 
hybridization and detection were performed with the ECL kit (Amersham ECL Direct Nucleic Acid 
Labelling and Detection Systems, GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK) according to 
manufacturer instructions, under moderate stringency. Blots were then exposed to HyperfilmTM 
ECL 1 to 5 minutes.  
 
- Plant material and inoculation. 
Inoculation by infiltration were performed with bacterial suspension containing 1×105 CFU ml-1 or 
1×106 CFU ml-1 as described in the results section on Pomelo, C. macrophylla, Mexican lime and 
Pineapple sweet orange. 
 
Generation of TAL effector mutants 
Primers used for deletion of TAL effectors, complementation and transformation and 
corresponding fragment size are listed in Table S3. 
 
Data Analysis 
Data were analyzed using R software (version R 2.15.0; R Development Core Team,Vienna, 
Austria). Pairwise comparison was performed using the Levenshtein distance on R (18). It 
computes the approximate string distance between character vectors. The distance gives the 
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minimal possibly weighted number of insertions, deletions and substitutions needed to transform 
one string into another. Both RVD and predicted boxes were used to estimate the distance 
between and further clustering using Ward’s method implemented in ‘cluster’ package version 
1.14.2 in R (19). 
 
Bacterial density 
In planta bacterial population sizes were determined from infiltrated leaves with bacterial 
suspensions at 1×105 CFU ml-1 of Pineapple sweet orange, as described previously (7) to compare 
bacterial density of mutant 306∆∆∆ to strain 306R. Inoculated leaf fragments were sampled at 6 
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Table S1. Haplotypic diversity as defined by RVD patterns and geographical origin of X. citri pv. citri strains. 
Haplotypes with a ‘$’ indicate they were not sequenced. 
  
haplotype number	of	strain geographical	origin pathotype
1a 1 Oman A*
2a 1 Brazil A
2b 1 Iran A*
2c 2 Florida Aw
2d 2 India Aw
2e 11 India,	Iran,	Oman,	Saudi	Arabia A*,	Aw
2f 8 Cambodia,	Oman,	Pakistan,	Saudi	Arabia,	Thailand A*
2g 6 Ethiopia,	India A*
2h 1 Mali A
3a 3 Brazil,	India A
3b	($) 4 Bangladesh,	India,	Mali,	Seychelles A
3c 4 India,	Mali,	Senegal A
3d 1 Pakistan A
3e	($) 2 Maldives	Is.,	Philippines A
3f 1 Bangladesh A
4a 1 Bangladesh A
4b 1 Florida A
4c	($) 1 China A
4d 1 Japan A
4e	($) 1 India A
5a	($) 1 Bangladesh A
5b 1 Reunion	Is. A
6a 1 Rodrigues	Is. A
A	dollar	($)	indicates	haplotypes	not	included	in	the	sequencing	of	TAL	effectors	RVD
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LE117-1 18,5 NI-N*-NI-N*-NI-N*-NI-HD-HD-N*-NI-HD-NI-HD-N*-HD-NG-HD-NG 15/19 TAYAYAYACCYACACYCTCT 8/19
18,5 NI-NG-NG-NG-NS-HD-HD-NG-ND-NG-NG-NG-NS-HD-NI-HD-NI-NG-NG TATTTNCCTCTTTNCACATT
JF90-3* 18,5 NI-N*-NI-N*-NI-HD-HD-N*-NI-HD-NI-HD-HD-NI-HD-NG-HD-HD-NG 11/19 TAYAYACCYACACCACTCCT 7/19
18,5 NI-N*-NI-HD-NI-HD-HD-NG-HD-NG-NG-NG-NG-NS-HD-NS-NG-NG-NG TAYACACCTCTTTTNCNTTT
FDC217 15,5 NI-HD-NI-HD-NI-HD-HD-NG-HD-NG-NG-NG-NG-NI-HD-NG 8/16 TACACACCTCTTTTACT 3/16
15,5 NI-N*-NI-N*-NI-HD-HD-N*-NI-HD-NI-HG-N*-NI-HD-NG TAYAYACCYACATYACT
FDC12 15,5 NI-HD-NI-HD-NI-NG-HD-NG-NG-NG-NI-NI-NI-NI-HD-NG 6/16 TACACATCTTTAAAACT 6/16
15,5 NI-HD-NI-HD-NI-HD-HD-NG-HD-NG-NG-NG-NG-NI-NI-NG TACACACCTCTTTTAAT
LG97 17,5 NI-HD-NS-NI-HD-NS-NI-N*-NS-HD-HD-NI-NG-NI-NS-NS-HD-NG 15/18 TACNACNAYNCCATANNCT 7/18
17,5 NI-N*-NI-HD-NI-HD-HD-NG-HD-NG-NG-NG-NG-NS-HD-HD-NG-NG TAYACACCTCTTTTNCCTT
LG102 15,5 NI-HD-NI-HD-NI-NG-HD-NG-NG-NG-NI-NI-NI-NI-HD-NG 8/16 TACACATCTTTAAAACT 5/16
15,5 NI-N*-NI-N*-NI-HD-HD-N*-NI-HD-NI-HD-N*-NI-HD-NG TAYAYACCYACACYACT
LMG9322 14,5 NI-HD-NI-HD-NI-NG-N*-NI-N*-NI-HD-HD-NI-HD-NG 2/15 TACACATYAYACCACT 2/15
14,5 NI-NG-NI-HD-NI-NG-N*-NI-N*-NI-NI-HD-NI-HD-NG TATACATYAYAACACT
A	star	(*)	indicates	a	deletion	of	amino	acid	13
TAL effector primer number (1) primer_id primer sequence Amplicon size (corresponding primers)
Deletion
pthA1 AE80 pthA1_1F TTTGGTCTCAAGGTATGGGGACATGCTCAGGGTAC 780 bp  (pthA1_1F - pthA1_2R)
(and pthA*2) AE265 pthA1_2R TTTGGTCTCACATACGCAGACATGAAGGCGATCAC






pthA3 AE344 pthA3_1F TTTGGTCTCAAGGTGGGCGCTTTCGGCACAGGAT 732 bp  (pthA3_1F - pthA3_2R)
AE345 pthA3_2R TTTGGTCTCACATAACTCGCCTGTGGCAGCCTCT






pthA2 AE103 PthA2_1F TTTGGTCTCAAGGTTGTTCTGCCCGCCGATCCCA 522 bp  (pthA2_1F - pthA2_2R)
AE104 PthA2_2R TTTGGTCTCACATAGCATGCGTGGACGAACTGGC







pthA3 AE361 TTTTTCTAGATACCCCGACAGCTCCGACCG 3957 bp (AE361-AE362)
AE362 TTTTGAATTCTGGGCGGCCGCATAGCATTT





Amplification of T3E flanking regions using primers 1F-2R and 2F-3R
First recombination event was checked using primer pairs 1V-3R and 1F-3V.
Second recombination event was checked using primer pairs E-3R and E-MG.
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V Discussion	  générale	  et	  perspectives	  
L'objectif	  principal	  de	  cette	  thèse	  était	  de	  déterminer	  le	  rôle	  des	  effecteurs	  de	  type	  3	  (T3E)	  dans	  la	  
spécialisation	  d'hôtes	  chez	  la	  bactérie	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri	  (Xci),	  agent	  pathogène	  causal	  du	  
chancre	  asiatique	  des	  agrumes.	  À	  cette	   fin,	  différentes	  stratégies	  ont	  été	  utilisées,	  y	  compris	   les	  
technologies	  de	  séquençage	  «	  nouvelle	  génération	  »	  qui	  ont	  permis	   l'acquisition	  de	  42	  génomes	  
non-­‐finis	  de	  Xci	  au	  cours	  de	  ma	  thèse.	  
Le	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci	  est	  indissociable	  du	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  et	  des	  protéines	  
sécrétées	  par	  ce	  système	  lors	  de	  l'interaction	  avec	  la	  plante.	  L'induction	  des	  symptômes	  typiques	  
du	   chancre	   des	   agrumes	   dépend	   essentiellement	   de	   l'effecteur	   de	   type	   3	   PthA4,	   un	   effecteur	  
appartenant	   à	   la	   famille	   des	  protéines	   TAL	   (Transcription-­‐Activator	   Like)	   (56,	   367).	  Au	  début	  de	  
nos	   travaux,	   les	   connaissances	   relatives	   au	   rôle	   des	   effecteurs	   de	   type	   3	   dans	   la	   spécialisation	  
d'hôtes	  de	  Xci	  étaient	   les	   suivantes	  :	   toutes	   les	   souches	  causant	   le	  chancre	  des	  agrumes	  étaient	  
décrites	   comme	   contenant	   un	   effecteur	   TAL	   de	   17,5	   répétitions	   indispensable	   à	   la	  
symptomatologie	  et	  non	  impliqué	  dans	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  (6).	  Le	  séquençage	  
de	   la	  souche	   IAPAR	  306	  a	  par	  ailleurs	  mis	  en	  évidence	  un	  certain	  nombre	  d'effecteurs	  de	  type	  3	  
sans	  que	  leur	  rôle	  soit	  caractérisé	  (97,	  411).	  La	  découverte	  du	  rôle	  de	  l'effecteur	  XopAG	  (AvrGf1)	  
mis	  en	  évidence	  pour	  son	  induction	  de	  réactions	  d'hypersensibilité	  (HR)	  sur	  des	  souches	  AW	  isolées	  
en	  Floride	  a	  suggéré	   le	  rôle	  de	  T3E	  à	  titre	   individuel	  dans	   la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  
des	  différents	  pathotypes	  de	  Xci	  (186,	  330).	  L'objectif	  de	  cette	  thèse	  a	  donc	  été	  de	  caractériser	  les	  
répertoires	  d'effecteurs	  chez	  Xci	  pour	  déterminer	  si	  d'autres	  effecteurs	  contribuaient	  à	  l'échelle	  de	  
la	  protéine	  à	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  ou	  sous	  la	  forme	  de	  répertoires.	  Nous	  avons	  
décidé	  de	  baser	  notre	  approche	  sur	  une	  stratégie	  gène	  candidat	  à	  partir	  de	  la	  liste	  de	  T3E	  connus	  
ou	  putatifs	  chez	  les	  Xanthomonas	  (410)(www.xanthomonas.org).	  
L’une	  des	  originalités	  de	  ce	  travail	  par	  rapport	  aux	  études	  préalablement	  publiées	  a	  été	  la	  prise	  en	  
compte	  de	  la	  diversité	  génétique	  mise	  en	  évidence	  chez	  Xci	  pour	  orienter	  les	  travaux	  sur	  les	  T3E	  
(60).	   L'étude	   des	   T3E	   a	   donc	   été	   réalisée	   sur	   une	   collection	   de	   souches	   représentative	   de	   la	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diversité	  génétique	   (telle	  que	  décrite	  par	  AFLP)	  et	  pathogénique	   (pathotype	  A	  ou	  A*/AW)	  de	  Xci	  
afin	  de	  caractériser	  leur	  contribution	  dans	  l'adaptation	  à	  l'hôte.	  
Caractérisation	  phylogénétique	  de	  Xci	  
La	  première	  étape	  de	  ce	  travail	  a	  été	  de	  caractériser	  la	  diversité	  génétique	  (AFLP	  puis	  SNP)	  de	  la	  
collection	  de	  souches.	  Ceci	  a	  mis	  en	  évidence	  une	  plus	  forte	  diversité	  génétique	  pour	  les	  souches	  à	  
gamme	  d'hôtes	  restreinte	  A*/	  AW	  que	  pour	   les	  souches	  du	  pathotype	  A	  à	   large	  gamme	  d'hôtes,	  
confirmant	  les	  données	  antérieures	  (60).	  Cependant,	  les	  indices	  de	  diversité	  qui	  caractérisent	  ces	  
pathotypes	   suggèrent	   que	   le	   pathotype	   A	   n'est	   pas	   aussi	   homogène	   que	   préalablement	   établi.	  
Ceci	   vient	   notamment	   du	   fait	   de	   l’inclusion	   de	   nouvelles	   souches	   dans	   la	   collection,	   dont	   des	  
souches	  A	  provenant	  du	  Bangladesh	  et	  montrant	  des	  caractéristiques	  génétiques	  nouvelles	  au	  sein	  
du	  groupe	  des	  souches	  du	  pathotype	  A.	  Notre	  vision	  de	   la	  diversité	  de	  Xci	  reste	  partielle	  du	  fait	  
d'un	   manque	   de	   ressources	   microbiennes	   originaires	   d'Asie	   de	   l'ouest	   qui	   semble	   abriter	   une	  
grande	   diversité.	   La	   nouvelle	   phylogénie	   construite	   à	   partir	   de	   l’ensemble	   des	   polymorphismes	  
nucléotidiques	   (SNP)	   à	   l’échelle	   des	   génomes	   confirme	   une	   origine	   monophylétique	   de	   Xci	   et	  
suggère	   l'existence	   de	   lignées	   au	   sein	   des	   deux	   pathotypes,	   en	   accord	   avec	   la	   structuration	  
observée	   à	   partir	   de	   l'analyse	   AFLP	   et	   des	   données	   de	   VNTR	   (O.	   Pruvost,	   communication	  
personnelle).	   Elle	   révèle	   que	   les	   souches	   à	   gamme	   d'hôtes	   restreinte	   proviennent	   toutes	   d'un	  
même	   ancêtre	   commun.	   Cette	   structuration	   soulève	   alors	   la	   question	   de	   la	   part	   du	  
polymorphisme	   impliqué	   dans	   cette	   structuration	   phylogénétique	   dans	   l'évolution	   adaptative	   à	  
l'hôte,	  c’est	  à	  dire,	  quelle	  part	  de	  ce	  polymorphisme	  est	  responsable	  de	  l'optimisation	  adaptative	  
sur	  un/plusieurs	  hôte(s)	  donné(s),	  et	  aboutissant	  à	  une	  meilleure	  fitness	  pour	  un	  caractère	  donné.	  
Les	   souches	   du	   pathotype	   A	   présentent	   une	   agressivité	   similaire	   bien	   que	  
génétiquement	  diverses	  
La	   caractérisation	   symptomatologique	   par	   des	  méthodes	   complémentaires	   (piqures	   sur	   feuilles	  
détachées	   et	   infiltrations	   à	   différentes	   densités	   d'inoculum	   sur	   feuilles	   attachées)	   a	   révélé	   une	  
grande	   homogénéité	   de	   réponse	   pour	   l'ensemble	   des	   souches	   de	   Xci	   sur	   limettier	   Mexicain	  
(C.	  aurantifolia),	   limettier	   de	   Tahiti	   (C.	  latifolia)	   et	   C.	  macrophylla.	   Des	   données	   récentes	   sur	   la	  
diversité	  des	  agrumes	  indiquent	  que	  les	  hôtes	  commun	  à	  l'ensemble	  des	  souches	  A	  et	  A*/AW,	  les	  
limettiers	  et	  le	  porte	  greffe	  C.	  macrophylla,	  sont	  phylogénétiquement	  proches	  (295).	  Ceci	  suggère	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que	   l'ensemble	   des	   souches	   de	   Xci	   possède	   des	   déterminants	   communs	   ciblant	   des	   fonctions	  
similaires	  pour	  l'infection	  de	  ces	  hôtes.	  	  
Sur	   oranger	   (C.	  sinensis),	   pomelo	   (C.	  paradisi),	   les	   souches	   du	   pathotype	   A	   ont	   toutes	   le	  même	  
niveau	  d'agressivité,	  ce	  malgré	  la	  diversité	  génétique	  qui	  les	  caractérise,	  et	  sont	  donc	  généralistes	  
sur	   les	   agrumes.	   L'homogénéité	   de	   réponse	   des	   souches	   du	   pathotype	   A	   suggère	   le	  
développement	  de	  stratégies	  semblables	  leur	  permettant	  de	  causer	  des	  symptômes	  similaires	  sur	  
un	  grand	  nombre	  d'espèces	  différentes	  d'agrumes	  non	  sensibles	  aux	  pathotypes	  A*/AW,	  soit	  par	  
échappement	  aux	  systèmes	  de	  reconnaissance	  du	  pathogène,	  soit	  par	  la	  possession	  de	  facteurs	  de	  
virulence	  particuliers.	  
Le	  pathotype	  A*	  est	  un	  groupe	  monophylétique	  divisé	  en	  plusieurs	  lignées	  
La	  phylogénie	  basée	  sur	  les	  SNP	  révèle	  que	  les	  souches	  à	  gamme	  d'hôtes	  restreinte	  se	  répartissent	  
en	   différentes	   lignées	   issues	   d'un	   même	   ancêtre	   commun,	   et	   cette	   diversité	   génétique	  
caractérisant	   les	   souches	   A*	   est	   associée	   à	   une	   hétérogénéité	   de	   réponses	   sur	   plantes.	  
Contrairement	  aux	  souches	  du	  pathotype	  A,	  les	  souches	  des	  pathotypes	  A*/	  AW	  à	  gamme	  d'hôtes	  
restreinte	  ont	  montré	  une	  variabilité	  de	  réponses	  sur	  les	  hôtes	  réputés	  non	  sensibles	  aux	  souches	  
A*/	  AW,	  oranger	  et	  pomelo	  notamment,	  plus	  importante	  que	  celle	  initialement	  décrite.	  Alors	  que	  
les	  souches	  A*/	  AW	  sont	  décrites	  comme	  spécialistes	  du	  limettier	  Mexicain	  (C.	  aurantifolia)	  et	  de	  
l’espèce	  phylogénétiquement	  la	  plus	  proche,	  C.	  macrophylla,	  certaines	  souches	  A*	  ont	  induit	  des	  
réactions	   modérément	   agressives	   comme	   le	   développement	   de	   pustules	   sur	   oranger	   par	   une	  
lignée	   de	   souches	  A*	   Iraniennes,	   bien	   que	   ces	   pustules	   n'évoluent	   pas	   vers	   un	   déchirement	   de	  
l'épiderme.	  
Ces	   souches	   originaires	   d'Iran	   sont	   génétiquement	   proches	   de	   souches	   A*	   qui	   n'induisent	  
strictement	  aucun	   symptôme	  sur	   ces	  hôtes,	  et	   cette	  augmentation	  de	   l'agressivité	  pose	  donc	   la	  
question	   de	   la	   réversibilité	   du	   changement	   de	   gamme	   d'hôtes.	   L'analyse	   ultérieure	   du	  
polymorphisme	   basé	   sur	   les	   SNP	   qui	   caractérisent	   ces	   souches	   permettra	   d'identifier	   les	  
déterminants	  de	  cette	  différence	  d'agressivité.	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La	  spécialisation	  de	  la	  lignée	  contenant	  les	  souches	  du	  pathotype	  AW	  semble	  
être	  basée	  sur	  l'acquisition	  de	  xopAG	  
Par	   ailleurs,	   les	   souches	   décrites	   comme	   AW	   étaient	   jusque	   là	   un	   ensemble	   de	   souches	   tout	  
d'abord	  décrites	  en	  Floride,	  puis	  les	  travaux	  d'analyse	  de	  diversité	  ont	  montré	  que	  ces	  souches	  se	  
retrouvaient	   également	   en	   Inde,	   pays	   d’origine	   confirmé	   des	   souches	   floridiennes	   (60).	   Nous	  
avons	   mis	   en	   évidence	   qu'un	   deuxième	   groupe	   de	   souches	   jusque	   là	   considérées	   comme	   des	  
souches	  de	   type	  A*	  est	   également	   capable	  d'induire	  des	  phénomènes	  de	   type	  HR	   sur	   les	  hôtes	  
oranger	   et	   pomelo.	   Ces	   deux	   types	   de	   souches	   faisaient	   partie	   de	   lignées	   distinctes	   de	   l’arbre	  
phylogénétique	  AFLP,	  mais	  il	  s’avère	  qu’elles	  sont	  rassemblées	  en	  une	  seule	  lignée	  de	  l’arbre	  SNP.	  
Nous	  avons	  montré	  que	  toutes	  les	  souches	  de	  cette	  lignée	  contiennent	  l'effecteur	  XopAG	  dont	  il	  a	  
été	   démontré	   qu’il	   était	   responsable	   du	   phénotype	   de	   type	   HR	   sur	   pomelo	   avec	   les	   souches	  
floridiennes	   AW.	   La	   séquence	   du	   gène	   xopAG	   est	   identique	   à	   99.9	   %	   avec	   celle	   trouvé	   chez	  
X.	  citri	  pv.	  bilvae,	   pathogène	   des	   Rutacées	   uniquement	   identifié	   en	   Inde	   induisant	   des	   HR	   sur	  
oranger	  et	  pomelo.	  On	  peut	   supposer	  que	  cet	  effecteur	  a	   soit	  été	  acquis	  par	   l'ancêtre	  commun	  
des	   souches	  AW	  par	   transfert	   horizontal	   et	   a	   causé	   la	   restriction	  de	   la	   gamme	  d'hôtes	   pour	   ces	  
souches	   (les	   souches	   de	   Xci	   et	   de	   X.	  citri	  pv.	  bilvae	   partagent	   ad	   minima	   le	   limettier	   Mexicain	  
comme	  hôte	   commun),	   soit	   qu’il	   était	   présent	   chez	   l’ancêtre	   commun	  de	  X.	   c.	   pv.	  bilvae	   et	  Xci	  
mais	  a	  été	  perdu	  par	  toutes	  les	  lignées	  de	  Xci	  à	  part	  celle	  de	  AW.	  
La	   délétion	   de	   cet	   effecteur	   n'induisant	   pas	   le	   rétablissement	   d'une	   gamme	  d'hôtes	   typique	   de	  
souches	   du	   pathotype	   A,	   il	   est	   probable	   que	   l'acquisition	   (ou	   le	   maintien)	   de	   xopAG	   s’est	  
accompagnée	  de	  l'érosion	  des	  déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  habituellement	  nécessaires	  à	  
l'infection	  des	  hôtes	  sensibles	  aux	  souches	  du	  pathotype	  A	  par	  absence	  de	  sélection	  par	  l'hôte.	  
On	  peut	  donc	  imaginer	  que	  l’acquisition	  par	  une	  souche	  d'un	  effecteur	  favorisant	  sa	  spécialisation	  
a	  un	  effet	  indirect	  sur	  les	  autres	  déterminants,	  faisant	  dans	  ce	  cas	  de	  la	  spécialisation	  de	  gamme	  
d'hôtes	   un	   phénomène	   "non	   réversible"	   par	   érosion	   des	   autres	   déterminants	   autrefois	  
indispensables	  pour	  le	  pouvoir	  pathogène	  sur	  l'ensemble	  des	  hôtes.	  En	  revanche,	  l'introduction	  de	  
xopAG	  dans	  les	  souches	  du	  pathotype	  A	  n'a	  pas	  été	  testée	  et	  pourraient	  probablement	  induire	  les	  
HR	  décrites	  ici.	  La	  non	  réversibilité	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  lors	  de	  la	  délétion	  de	  xopAG	  des	  souches	  
du	  pathotype	  AW	  implique	  donc	  un	  aspect	  temporel.	  Plus	  l'acquisition	  d'un	  effecteur	  est	  ancienne,	  
plus	   la	   spécialisation	   d'hôte	   se	   fixe	   du	   fait	   de	   la	   perte	   ou	   de	   modifications	   des	   autres	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déterminants,	   devenant	   ainsi	   non	   réversible.	   Le	   maintien	   de	   xopAG	   pourrait	   être	   imputé	   à	  
l'acquisition	   simultanée	   d'autres	   déterminants	   non	   identifiés	   assurant	   une	  meilleure	   fitness	   des	  
souches	   de	   cette	   lignée	   sur	   les	   limettiers	   et	   sur	   C.	  macrophylla,	   bien	   que	   celle-­‐ci	   n'ait	   pu	   être	  
caractérisée.	  
Le	   répertoire	   d'effecteurs	   de	   Xci	   est	   soumis	   à	   différentes	   pressions	   de	  
sélection	  	  
Un	  sous-­‐répertoire	  de	  cinq	  T3E	  est	  conservé	  chez	  l'ensemble	  des	  souches	  de	  Xci	  
L'ensemble	  des	  souches	  de	  notre	  collection	  possède	  un	  répertoire	  commun	  de	  26	  effecteurs	  dont	  
deux	  pseudogènes,	  ce	  qui	  suggère	  une	  certaine	  stabilité	  de	  ce	  répertoire	  dans	  le	  génome	  de	  Xci.	  
Le	   phénomène	   d'érosion	   préalablement	   décrit	   pour	   les	   souches	   de	   la	   lignée	   AW	   aurait	   donc	  
épargné	  le	  répertoire	  de	  T3E.	  L’effecteur	  xopC1	  présent	  chez	  une	  lignée	  de	  A*	  est	  entouré	  d'IS	  et	  
quasi	  identique	  	  (du	  point	  de	  vue	  de	  la	  séquence	  nécléotidique)	  avec	  xopC1	  chez	  X.	  euvesicatoria	  
85-­‐10,	  ce	  qui	   suggère	  des	   transferts	  horizontaux,	  mais	  nous	  n’avons	  pas	  montré	  de	   rôle	  dans	   la	  
spécificité	   d'hôte	   pour	   cet	   effecteur	   et	   ne	   pouvons	   émettre	   d’hypothèse	   sur	   les	   raisons	   pour	  
lesquelles	  il	  est	  maintenu	  dans	  cette	  lignée.	  
L'analyse	   du	   polymorphisme	   nucléotidique	   des	   effecteurs	   a	   mis	   en	   évidence	   cinq	   effecteurs	  
monomorphes	   hrpW,	   xopZ1,	   xopE1,	   xopI1,	   xopAQ,	   ce	   qui	   témoigne	   d'une	   pression	   pour	   le	  
maintien	   de	   ces	   effecteurs	   et	   la	   conservation	   de	   leur	   séquence,	   et	   suggère	   un	   rôle	   dans	  
l'interaction	   avec	   l'hôte.	   La	   mutation	   individuelle	   de	   hrpW	   et	   xopE1	   a	   montré	   de	   faibles	  
contributions	  de	  ces	  effecteurs	  dans	  la	  symptomatologie	  de	  Xci	  (118,	  131).	  Du	  fait	  du	  rôle	  fort	  de	  
pthA4	  dans	  l'induction	  des	  symptômes,	  il	  est	  probable	  que	  la	  contribution	  de	  ces	  effecteurs	  soient	  
en	   partie	  masquée	   par	   le	   phénotype	   induit	   par	  pthA4	   et	   leur	   étude	   dans	   un	  mutant	   délété	   de	  
pthA4	  permettrait	  de	  mieux	  évaluer	  leur	  contribution	  à	  la	  symptomatologie	  et/ou	  à	  la	  fitness.	  
De	   manière	   plus	   générale,	   la	   mutation	   simultanée	   des	   effecteurs	   conservés	   à	   faible	   effet	  
phénotypique,	   dans	   un	   fond	   génétique	   où	   le	   rôle	   des	   effecteurs	   majeurs	   est	   minimisé	   serait	  
intéressante	   pour	   déterminer	   leur	   rôle	   probablement	   additif,	   dans	   le	   pouvoir	   pathogène	  de	  Xci	  
pour	  l'ensemble	  des	  lignées.	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Par	   ailleurs,	   la	   caractérisation	   des	   cibles	   de	   ces	   effecteurs	   dans	   la	   cellule	   végétale	   ouvre	   des	  
perspectives	   pour	   la	   sélection	   de	   gènes	   de	   résistance.	   Il	   serait	   intéressant	   de	   déterminer	   si	   la	  
résistance	   à	   Xci	   décrite	   chez	   le	   kumquat	   (215)	   est	   une	   réponse	   à	   l'un	   où	   plusieurs	   de	   ces	  
effecteurs.	  Leur	  expression	  dans	  différents	  hôtes	  et	  la	  recherche	  de	  réactions	  de	  défense	  pourrait	  
par	  ailleurs	  conduire	  à	  l'identification	  des	  gènes	  de	  résistance	  impliqués	  dans	  ces	  réponses,	  et	  au	  
développement	  de	  cultivars	  résistants	  au	  chancre.	  Cette	  stratégie	  a	  par	  ailleurs	  été	  suggérée	  pour	  
le	   développement	   de	   variétés	   de	   manioc	   résistantes	   à	   Xanthomonas	   axonopodis	   pv.	  manihotis	  
suite	  à	  la	  mise	  en	  évidence	  d'un	  set	  d'effecteurs	  conservés	  (34).	  	  
Un	  répertoire	  variable	  avec	  des	  spécificités	  de	  pathotype.	  
Nous	   avons	   par	   ailleurs	   mis	   en	   évidence	   six	   effecteurs	   montrant	   des	   allèles	   spécifiques	   d'un	  
pathotype	   donné.	   L'analyse	   de	   sélection	   des	   SNP	   avec	   différents	   outils	   basés	   sur	   le	   calcul	   des	  
nombres	   de	   mutations	   synonymes	   (dS)	   et	   non	   synonymes	   (dN)	   n'a	   pas	   permis	   de	   mettre	   en	  
évidence	  de	  codons	  sous	  sélection	  au	  sein	  de	  ces	  gènes.	  Cette	  absence	  de	  résultat	  peut	  s’expliquer	  
par	   la	   faible	   diversité	   intra-­‐groupe.	   Par	   contre,	   nous	   détectons	   à	   plusieurs	   reprises	   des	   allèles	  
spécifiques	  d'un	  pathotype.	  De	  tels	  allèles,	  dont	  la	  variation	  corrèle	  parfaitement	  avec	  la	  gamme	  
d’hôtes,	  pourraient	  être	   impliqués	  dans	   l'adaptation	  à	   l'hôte	   :	   la	  modification	  allélique	  aurait	  eu	  
lieu	  en	  amont,	  et	  se	  serait	  fixée	  dans	  la/les	  lignée(s)	  de	  souches	  A*/AW	  pour	  laquelle	  elle	  apporte	  
un	   effet	   bénéfique	   sur	   la	   fitness.	   La	   reconstruction	   des	   états	   ancestraux	   a	   confirmé	   que	   la	  
présence	  d'acides	  aminés	  propres	  aux	  souches	  d'un	  pathotype	  suggère	  que	  ces	  changements	  ont	  
eu	  lieu	  dans	  un	  ancêtre	  commun.	  Il	  faut	  cependant	  garder	  à	  l'esprit	  que	  les	  polymorphismes	  mis	  
en	  évidence	  ne	  sont	  pas	  nécessairement	  issus	  de	  processus	  de	  sélection	  sur	  ces	  sites,	  leur	  fixation	  
pouvant	  être	  liée	  à	  des	  phénomènes	  de	  type	  "autostop"	  par	  fixation	  d'un	  allèle	  avantageux	  voisin	  
et	   génétiquement	   lié,	   ou	   bien	   ces	   allèles	   ont	   pu	   être	   fixé	   car	   n'induisant	   aucun	   changement	  
délétère.	  	  
Les	  travaux	  sur	  les	  effecteurs	  de	  type	  3	  ont	  montré	  que	  les	  T3E	  sont	  essentiels	  collectivement,	  non	  
essentiels	   à	   l'échelle	   individuelle,	   et	   que	   certains	   peuvent	   être	   assignés	   dans	   des	   groupes	  
d'effecteurs	   redondants	   (REG	   pour	   Redundant	   Effector	   Groups)	   qui	   sont	   définis	   selon	   les	  
processus	  ciblés	  dans	  les	  défenses	  des	  plantes.	  Certains	  effecteurs	  sont	  faiblement	  redondants	  et	  
contribuent	  de	  manière	  hiérarchique	  à	  la	  production	  des	  symptômes,	  et	  dans	  une	  souche	  donnée,	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il	   est	   possible	   de	   déterminer	   différents	   répertoires	   fonctionnels	   minimum	   à	   condition	   qu'ils	  
comportent	  au	  moins	  un	  effecteur	  de	  chaque	  REG	  pré-­‐établi	  (94,	  230).	  	  
Les	   différents	   ensembles	   d'effecteurs	   mis	   en	   évidence	   dans	   notre	   travail,	   conservés	   ou	   au	  
contraire	  montrant	  des	   allèles	   spécifiques	  des	  pathotypes,	   peuvent	   ainsi	   appartenir	   à	  différents	  
REG	   et	   seuls	   des	   travaux	   de	   délétions	   multiples	   permettraient	   de	   conclure	   sur	   de	   potentielles	  
redondances	   et	   de	   potentielles	   implications	   dans	   la	   détermination	   de	   la	   gamme	   d'hôtes.	   Ceci	  
pourrait	  être	  réalisé	  à	  l'aide	  du	  système	  PRIVAS	  utilisé	  pour	  l'étude	  du	  répertoire	  de	  Pseudomonas	  
syringae	  (94).	  
Typage	  des	  effecteurs	  TAL	  
La	  mise	  en	  évidence	  d'un	  code	  régissant	  la	  spécificité	  de	  liaison	  des	  effecteurs	  TAL	  à	  l'ADN	  végétal	  
dans	   la	   région	  promotrice	   des	   gènes	   qu'ils	   ciblent	   a	   ouvert	   de	  nouvelles	   perspectives	   que	  nous	  
avons	  explorées	  afin	  de	  décrire	  et	  comparer	  les	  effecteurs	  TAL	  chez	  Xci	  (42,	  278).	  Le	  séquençage	  
de	   deux	   espèces	   d'agrumes,	   le	   clémentinier	   (C.	  clementina)	   (Haploid	   Clementine	   Genome,	  
International	   Citrus	   Genome	   Consortium,	   2011,	   http://int-­‐citrusgenomics.org/,	  
http:://www.phytozome.net/clementine)	  et	  l'oranger	  (C.	  sinensis)	  (Sweet	  Orange	  Genome	  Project	  
2010,	  http:://	  www.phytozome.net/orange)	  a	  par	  ailleurs	  permis	  de	  prédire	  un	  certain	  nombre	  de	  
cibles	  de	  ces	  effecteurs	  TAL	  et	  émettre	  des	  hypothèses	  sur	  leur	  rôle	  dans	  l’interaction	  avec	  l’hôte.	  
La	  région	  centrale	  des	  gènes	  TAL	  est	  composée	  de	  répétitions	  en	  tandem	  dont	  le	  séquençage	  est	  
inaccessible	  par	  les	  technologies	  basées	  sur	  des	  lectures	  courtes	  telles	  que	  le	  séquençage	  Illumina.	  
Le	  séquençage	  de	  ce	  type	  d'effecteur	  à	  l'aide	  de	  méthode	  de	  séquençage	  de	  3e	  génération	  (type	  
PacBio)	  présentant	  l'avantage	  de	  générer	  des	  lectures	  longues	  (jusqu'à	  20	  kb)	  a	  été	  décrit	  mais	  n'a	  
pas	   non	   plus	   été	   concluant,	   notamment	   du	   fait	   d'un	   fort	   pourcentage	   d'erreur	   (20%)	   (34).	   Ces	  
effecteurs	  ont	  donc	  été	  étudiés	   séparément	  par	   les	   techniques	  d’amplification,	  de	  clonage	  et	   le	  
séquençage	  par	  la	  technique	  Sanger.	  Les	  génomes	  de	  Xci	  contiennent	  2	  à	  6	  effecteurs	  TAL	  dont	  un	  
a	  un	  rôle	  majeur	  dans	  le	  pouvoir	  pathogène	  et	  les	  autres	  un	  rôle	  mineur.	  Ce	  nombre	  restreint	  (par	  
rapport	  à	  d’autres	  bactéries	  comme	  Xanthomonas	  oryzae	  pv.	  oryzae	  qui	  en	  contient	   jusqu’à	  28)	  
permet	  d'en	  étudier	  le	  rôle	  par	  mutagénèse	  bien	  que	  leur	  localisation	  sur	  les	  plasmides	  complique	  
les	  travaux	  de	  délétion.	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L'effecteur	   TAL	   majeur	   est	   polymorphe	   entre	   les	   pathotypes	   et	   cible	   la	  
protéine	  LOB	  1,	  un	  facteur	  de	  transcription	  spécifique	  des	  plantes	  impliqué	  
dans	  de	  nombreux	  processus	  du	  développement	  
Contrairement	   à	   ce	   qui	   a	   été	   précédemment	   publié,	   les	   homologues	   de	   pthA4,	   effecteur	   TAL	  
responsable	   des	   symptômes	   du	   chancre,	   ne	   contiennent	   pas	   tous	   17,5	   répétitions	   centrales.	   Il	  
existe	   une	   différenciation	   par	   pathotype,	   les	   homologues	   de	   pthA4	   contenant	   17,5	   répétitions	  
chez	  les	  souches	  A	  et	  18,5	  répétitions	  chez	  la	  grande	  majorité	  des	  souches	  à	  spectre	  d’hôtes	  étroit	  
(A*/AW).	   A	   part	   cette	   différence	   d’une	   répétition,	   les	   deux	   types	   de	   pthA4	   sont	   relativement	  
conservés	   avec	  des	   groupes	  d'homologies	  par	   lignée.	  Nous	  proposons	  de	  désigner	  par	   le	   terme	  
"TAL-­‐cc"	   l'ensemble	   des	   effecteurs	   TAL	   -­‐	   codés	   par	   les	   homologues	   de	  pthA4	   -­‐	   qui	   induisent	   la	  
formation	  des	  symptômes	  du	  chancre	  (citrus	  canker).	  
Nous	   avons	   mis	   en	   évidence	   que	   les	   effecteurs	   TAL-­‐cc	   ciblent	   la	   protéine	   LOB	   (Lateral	   Organ	  
Boundaries)	  1.	   Cette	   protéine	   est	   un	   facteur	   de	   transcription	   spécifique	   des	   plantes	   qui	   serait	  
essentiel	   pour	   la	   régulation	   de	   nombreux	   aspects	   du	   développement	   de	   la	   plante	   incluant	   le	  
développement	  des	  feuilles,	  racines,	   inflorescences	  et	   le	  développement	  embryonnaire	  (257).	  La	  
plupart	  des	  homologues	  de	  TAL-­‐cc	  semble	  cibler	  une	  box	  (EBE)	  contenant	  un	  motif	  de	  type	  TATA-­‐
box,	   ce	   qui	   suggère	   que	   la	   séquence	   ciblée	   de	   la	   région	   promotrice	   du	   gène	   codant	   pour	   la	  
protéine	   LOB-­‐1	   constitue	   tout	   ou	   partie	   du	   vrai	   promoteur	   eucaryote	   probablement	   soumis	   à	  
sélection	   purificatrice	   car	   essentiel	   pour	   assurer	   la	   transcription	   de	   ce	   gène	   dans	   les	   processus	  
habituels	   du	   développement	   de	   la	   plante.	   Ceci	   peut	   expliquer	   pourquoi	   la	   séquence	   ciblée	   par	  
pthA4	  est	  conservée	  dans	  les	  12	  génomes	  d'agrumes	  analysés.	  La	  box	  (EBE)	  ciblée	  par	  le	  TAL-­‐cc	  et	  
celle	   ciblée	   par	   les	   effecteurs	   TAL	   PthB	   et	   PthC	   de	   Xanthomonas	   citri	   pv.	  aurantifolii	   sont	  
chevauchantes,	  ce	  qui	  suggère	  que	  l'ensemble	  de	  ces	  effecteurs	  TAL	  ciblent	  la	  protéine	  LOB	  1.	  	  
Le	   polymorphisme	   qui	   caractérise	   le	   TAL-­‐cc	   des	   différentes	   lignées	   suggère	   que	   cet	   effecteur,	  
comme	  ceux	  qui	  sont	  impliqués	  dans	  une	  relation	  gène	  pour	  gène	  de	  type	  avirulence-­‐résistance,	  
semble	  être	   sous	  pression	  de	   sélection	  diversifiante	  pour	   échapper	   à	   la	   reconnaissance	  par	  des	  
gènes	   de	   résistance	   des	   agrumes	   (bien	   qu’aucun	   de	   ces	   gènes	   n’ait	   été	   identifié	   à	   ce	   jour).	  
Alternativement,	  ce	  polymorphisme	  pourrait	  être	  impliqué	  dans	  l'adaptation	  à	  des	  cibles	  de	  type	  
gènes	   de	   sensibilité	   en	   constante	   évolution	   (pour	   échapper	   à	   TAL-­‐cc)	   dans	   le	   génome	   des	  
agrumes,	   chaque	   lignée	   ayant	   développé	   un	   TAL-­‐cc	   ayant	   conservé	   la	   capacité	   d'induire	   la	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transcription	  de	   la	  protéine	   LOB	  1.	  Cette	  dernière	  hypothèse	  est	   étayée	  par	   le	   fait	   que	  d'autres	  
cibles	   uniquement	   induites	   par	   les	   TAL-­‐cc	   ont	   été	   prédites	  :	   une	   protéine	   de	   fonction	   inconnue	  
(UPF0497),	  et	  une	  3-­‐ketoacyl-­‐CoA	  synthase	  6.	  Il	  sera	  intéressant	  d'analyser	  le	  polymorphisme	  des	  
régions	  promotrices	  de	  ces	  cibles.	  	  
L'utilisation	  d’effecteurs	  TAL	  artificiels	  permettrait	  par	  ailleurs	  de	  déterminer	   si	   l'induction	  seule	  
de	   la	   protéine	   LOB	  1	   induit	   les	   symptômes	  du	   chancre	   ou	   si	   ces	   symptômes	   sont	   le	   résultat	   de	  
l'activation	  de	  plusieurs	  gènes	  par	  TAL-­‐cc.	  Ceci	  peut	  être	  réalisé	  par	  l’introduction	  dans	  une	  souche	  
délétée	  de	   son	   TAL-­‐cc	   de	   TAL	   artificiels	   ciblant	   d'autres	   EBE	  dans	   la	   région	  promotrice	   du	   gène	  
LOB	  1	   et	   uniques	   à	   celui-­‐ci.	   L'importance	   de	   l'induction	   des	   autres	   cibles	   prédites	   pourrait	   par	  
ailleurs	  être	  vérifiée	  par	  validation	  de	  l'expression	  (RT-­‐PCR).	  
La	   grande	   diversité	   qui	   caractérise	   les	   effecteurs	   TAL	   suggère	   leur	  
implication	  dans	  la	  spécialisation	  d'hôte	  
La	  similarité	  de	  séquence	  entre	  les	  différents	  TAL	  de	  Xci	  (TAL-­‐cc	  et	  TAL	  mineurs)	  a	  été	  mesurée	  par	  
la	   distance	   de	   Levenshtein,	   qui	   mesure	   la	   similarité	   entre	   deux	   chaînes	   de	   caractères	   et	   nous	  
semblait	  la	  plus	  appropriée	  pour	  comparer	  les	  effecteurs	  TAL	  à	  partir	  de	  la	  succession	  des	  RVD	  de	  
leur	  région	  centrale.	  Cette	  région	  étant	  composée	  de	  répétitions	  de	  nature	  et	  de	  nombre	  variable,	  
les	  distances	  classiques	  utilisées	  en	  phylogénie	  semblaient	  moins	  adaptées.	  La	  plupart	  d’entre	  eux	  
ont	   pu	   être	   classifiés	   en	   4	   groupes.	  Nous	   avons	  montré	   que	   les	   souches	   de	  Xci	   contiennent	   un	  
minimum	  de	  deux	  effecteurs	  TAL	  appartenant	  à	  deux	  clusters	  d'identité	  :	  le	  cluster	  p4	  contenant	  
les	  homologues	  TAL-­‐cc	  (homogues	  de	  pthA4),	  et	  le	  cluster	  p1	  (qui	  comprend	  entre	  autres	  le	  gène	  
TAL	  pthA1	  de	  la	  souche	  IAPAR	  306).	  Cette	  structuration	  suggère	  l'existence	  d'un	  ancêtre	  commun	  
pour	  ces	  souches	  contenant	  ces	  deux	  effecteurs.	  	  
Les	   gènes	   TAL	   appartenant	   au	   cluster	   p1	   montrent	   un	   fort	   polymorphisme	   suggérant	   des	  
réarrangements	   de	   type	   insertion	   ou	   délétion	   d'une	   ou	   plusieurs	   répétitions,	   mais	   aussi	  
duplications	  de	  groupes	  de	  répétitions.	  Les	  gènes	  de	  ce	  groupe	  semblent	  peu	   important	  pour	   le	  
pouvoir	   pathogène	   des	   souches	   de	   Xci,	   leur	   délétion	   ne	  modifiant	   ni	   la	   symptomatologie	   ni	   la	  
gamme	  d'hôtes	  chez	  les	  souches	  A	  ou	  A*.	  
Les	   souches	   du	   pathotype	   A	   contiennent	   toutes	   au	   moins	   un	   effecteur	   TAL	   supplémentaire	  
appartenant	  au	  cluster	  p2	  (qui	  contient	  pthA2)	  ou	  au	  cluster	  p3	  (qui	  contient	  pthA3).	  La	  prédiction	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des	   cibles	   des	   effecteurs	   TAL	   appartenant	   à	   ces	   deux	   clusters	   a	   mis	   en	   évidence	   des	   gènes	  
spécifiquement	   ciblés	   par	   les	   souches	  du	  pathotype	  A	  et	   non	   induits	   par	   les	   effecteurs	   TAL	  des	  
souches	  A*.	  Cependant,	  la	  délétion	  individuelle	  ou	  simultanée	  de	  ces	  effecteurs	  n'a	  pas	  conduit	  à	  
des	  modifications	  de	  symptomatologie.	  Ces	  observations	  suggèrent	  donc	  qu’un	  certain	  nombre	  de	  
gènes	  TAL	  pourraient	  n’être	  qu’un	   réservoir	  de	  diversité,	  ou	  bien	  que	   leur	  effet	  est	  masqué	  par	  
celui	  de	  l'effecteur	  majeur	  TAL-­‐cc.	  
Toutefois,	   nous	   avons	  muté	   les	   trois	   gènes	  pthA1,	  pthA2,	  pthA3	   de	   la	   souche	   IAPAR	  306	   et	   les	  
premières	  analyses	  de	  ce	  triple	  mutant	  (nommé	  306∆∆∆)	  appartenant	  au	  pathotype	  A	  dans	  lequel	  
seul	  TAL-­‐cc	  n'est	  pas	  muté	  ont	  montré	  une	  légère	  diminution	  de	  la	  densité	  bactérienne	   in	  planta	  
sur	   oranger,	   ainsi	   qu'une	   symptomatologie	   particulière	   caractérisée	   par	   une	   diminution	   du	  
déchirement	   de	   l'épiderme	   et	   de	   la	   chlorose	   sur	   oranger	   et	   pomelo.	   Cette	   observation	   indique	  
donc	  un	   rôle	   ténu	  des	  effecteurs	  TAL	  mineurs	  dans	   la	   symptomatologie	   (activation	  de	  gènes	  de	  
sensibilité)	  et	  suggère	  des	  effets	  additifs	  entre	  les	  effecteurs	  TAL	  de	  Xci.	  	  
Afin	   de	   déterminer	   le	   rôle	   des	   différents	   effecteurs	   TAL	   délétés,	   nous	   disposons	   de	   mutants	  
simples	  et	  doubles	  pour	  les	  effecteurs	  TAL	  mineurs.	  Il	  sera	  donc	  intéressant	  d'établir	  des	  grilles	  de	  
lecture	  pour	  caractériser	  au	  mieux	  ces	  mutants	  :	   inoculum	  de	  densité	  plus	  faible,	  caractérisation	  
des	  pustules	  à	  la	  loupe	  binoculaire,	  comptage	  des	  pustules	  et	  estimation	  de	  leur	  taille.	  Par	  ailleurs,	  
il	   serait	   intéressant	   de	   déterminer	   le	   relargage	   à	   la	   surface	   de	   l'infection	   pour	   le	   triple	  mutant	  
comparé	   à	   la	   souche	   sauvage,	   et	   des	   différents	   mutants	   de	   la	   collection	   pour	   établir	   les	  
contributions	  de	  chacun.	  
L'analyse	  de	  la	  diversité	  des	  effecteurs	  TAL	  montre	  une	  diversité	  supérieure	  à	  celle	  qui	  caractérise	  
les	   T3E	   non-­‐TAL.	   Cette	   diversité	   semble	   maintenue	   et	   a	   montré	   une	   grande	   spécificité	   de	  
pathotype,	  puisque	  aucun	  effecteur	  TAL	  n’est	   commun	  à	  deux	   souches	   se	  distinguant	  pour	   leur	  
gamme	  d'hôtes.	  Chaque	  lignée	  décrite	  chez	  les	  souches	  du	  pathotype	  A*	  est	  caractérisée	  par	  un	  
contenu	  en	  effecteur	  TAL.	  
Théoriquement	   les	   gènes	   impliqués	   dans	   la	   lutte	   entre	   le	   pathogène	   et	   son	   hôte	   ou	   dans	   la	  
spécialisation	   sur	   de	   nouveaux	   hôtes	   font	   partie	   de	   ceux	   qui	   évoluent	   rapidement	   chez	   les	  
organismes	  pathogènes,	  notamment	  parce	  qu’ils	  sont	  sujet	  à	  sélection	  diversifiante	  pour	  échapper	  
aux	  mécanismes	   de	   reconnaissance	   de	   l'hôte,	   ou	   alors	   pour	   générer	   de	   nouveaux	  mécanismes	  
d'infection	   (3,	   383).	   La	   grande	   diversité	   des	   effecteurs	   TAL	   que	   nous	   avons	   caractérisé	   et	   les	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modifications	  de	  symptômes	  observées	  pour	  le	  mutant	  de	  la	  souche	  IAPAR	  306	  ne	  contenant	  que	  
TAL-­‐cc	   suggèrent	   un	   rôle	   à	   la	   fois	   dans	   la	   symptomatologie	   et	   la	   détermination	   de	   la	   gamme	  
d'hôtes	  pour	  les	  effecteurs	  TAL	  de	  Xci	  et	  pourrait	  expliquer	  pourquoi	  les	  souches	  à	  gamme	  d'hôtes	  
restreinte	  ont	  un	  nombre	  restreint	  d'effecteurs	  TAL.	  	  
La	   notion	   de	   gamme	   d'hôtes	   utilisée	   ici	   est	   bien	   sûr	   restreinte	   aux	   hôtes	   inclus	   à	   l'étude	   et	  
probablement	  une	  vision	  imparfaite	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  des	  souches	  considérées.	  Il	  est	  possible	  
qu’une	   partie	   des	   mécanismes	   évoqués	   ici	   ne	   soient	   pas	   détectables	   car	   impliqués	   dans	   des	  
spécificités	  sur	  d'autres	  hôtes	  et	  que	  nous	  ne	  puissions	  pas	  expliquer	  les	  polymorphismes	  décrits	  
ici	  à	  l’aide	  du	  matériel	  végétal	  évalué	  à	  ce	  jour.	  
La	  diversité	  des	  effecteurs	  TAL	  peut	  être	  attribuée	  à	  un	  potentiel	  évolutif	   caractéristique	  de	  ces	  
gènes.	  Leur	  structure	  en	  répétitions	  favoriserait,	  comme	  c'est	   le	  cas	  dans	  des	  structures	  de	  type	  
VNTR	  (Variable	  number	  of	   tandem	  repeats),	  une	  évolution	  rapide	  par	  mutation,	   recombinaisons	  
intra	  et	  intergénique,	  et	  le	  contenu	  en	  effecteurs	  TAL	  d'une	  souche	  résulterait	  de	  cette	  dynamique	  
et	  de	  la	  tolérance	  aux	  mésappariements	  lors	  de	  l'interaction	  de	  ces	  effecteurs	  TAL	  avec	  leur	  cible,	  
tout	   polymorphisme	  étant	   conservé	   tant	   que	   le	   bon	  ensemble	  de	   gènes	   végétaux	   est	   activé	   en	  
faveur	  de	  l'infection.	  	  
La	   distinction	   du	   TAL-­‐cc	   des	   souches	   A*	   d'Iran	   par	   un	   unique	   RVD	   différent	   et	   le	   fait	   que	   ces	  
souches	  induisent	  une	  réponse	  atypique	  des	  souches	  du	  pathotype	  A*	  sur	  oranger	  supporte	  cette	  
hypothèse.	  Les	  gènes	  TAL	  évoluent,	  et	   tant	  que	   leur	   fonction	  est	  conservée	  et	  qu'ils	  permettent	  
l'induction	  des	  cibles	   induisant	   le	  chancre	  -­‐	  dans	  ce	  cas	   la	  protéine	  LOB	  1	  -­‐	   les	  modifications	  des	  
RVD	  ne	  sont	  pas	  délétères.	  On	  peut	  alors	  envisager	  que	   le	  TAL-­‐cc	  propre	  aux	  souches	  A*	  d'Iran	  
active	   non	   seulement	   le	   gène	   codant	   pour	   la	   protéine	   LOB	  1	   mais	   aussi	   d'autres	   gènes	   de	  
sensibilité	   lui	   conférant	   ce	   phénotype	   atypique.	   La	   prédiction	   a	   montré	   que	   cet	   effecteur	   TAL	  
pouvait	   activer	   des	   gènes	   par	   ailleurs	   activés	   par	   les	   effecteurs	   TAL	   spécifiques	   des	   souches	   du	  
pathotype	  A	  appartenant	  au	  groupe	  p3.	  
Des	  travaux	  de	  complémentation	  croisée	  entre	  les	  TAL-­‐cc	  des	  souches	  A*	  permettront	  de	  vérifier	  
si	   l'induction	   de	   ces	   pustules	   sur	   hôtes	   théoriquement	   peu	   sensibles	   aux	   A*	   réside	   dans	   cette	  
différence	   de	   RVD	   de	   TAL-­‐cc	   de	   souches	   originaires	   d’Iran,	   supportant	   ainsi	   l'hypothèse	   de	  
spécificités	  de	  lignées.	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On	  peut	  suggérer	  que	  bien	  que	  TAL-­‐cc	  ne	  soit	  pas	  impliqué	  directement	  dans	  la	  détermination	  de	  
la	  gamme	  d'hôtes	  à	  l'échelle	  individuelle,	  c'est	  le	  pool	  d'effecteurs	  TAL	  d'une	  souche	  donnée	  qui	  
déterminerait	   cette	   spécificité,	   chaque	   lignée	   étant	   caractérisée	   par	   un	   pool	   de	   TAL	   qui	   lui	   est	  
propre.	  
Cette	  hypothèse	  ouvre	  la	  perspective	  selon	  laquelle	  une	  souche	  A	  délétée	  de	  ses	  gènes	  TAL	  dans	  
laquelle	   on	   introduit	   les	   gènes	   TAL	   d'une	   des	   lignées	   de	   souches	  A*	   pourrait	   avoir	   une	   gamme	  
d'hôtes	   différente.	   Sous	   cette	   hypothèse,	   le	   processus	   de	   réversibilité	   entre	   les	   souches	   des	  
pathotypes	  à	   large	  et	  étroite	  gamme	  d'hôtes	  est	  fort	  du	  fait	  du	  potentiel	  évolutif	  qui	  caractérise	  
les	  effecteurs	  TAL.	  
L'annonce	  du	  séquençage	  de	  150	  variétés	  d'agrumes	  lors	  du	  "XII	  International	  citrus	  congress"	  au	  
mois	  de	  novembre	  2012	  nous	  paraît	  une	  excellente	  opportunité	  pour	  étudier	  la	  conservation	  des	  
différentes	   cibles	   des	   effecteurs	   TAL	   de	   Xci.	   L'accès	   à	   ces	   données	   permettrait	   de	   déterminer	  
notamment	  si	  pour	  un	  effecteur	  TAL	  donné	  la	  région	  promotrice	  qu'il	  cible	  est	  conservée	  ou	  non	  
parmi	   les	   différentes	   espèces	   d'agrumes.	   Idéalement,	   on	   pourrait	   alors	   associer	   différents	  
polymorphismes	  à	  la	  sensibilité	  ou	  à	  la	  résistance	  au	  chancre	  qui	  caractérise	  les	  espèces	  d'agrume	  
séquencées.	   Par	   exemple,	   on	   peut	   imaginer	   qu'une	   cible	   d'un	   effecteur	   TAL	   spécifique	   des	  
souches	   du	   pathotype	   A	   puisse	   être	   particulièrement	   conservée	   chez	   les	   hôtes	   sensibles	   à	   ces	  
souches	   et	   absente	   ou	   très	   polymorphe	   chez	   les	   limettiers	   et	   hôtes	   apparentés	   sensibles	   aux	  
souches	   du	   pathotype	  A*.	   Par	   ailleurs,	   il	   sera	   intéressant	   de	   vérifier	   si	   la	   résistance	   au	   chancre	  
modérée	   à	   forte	   qui	   caractérise	   les	   espèces	   comme	   le	   Tangor	   ou	   le	   kumquat	   est	   liée	   à	   un	  
polymorphisme	   de	   la	   région	   promotrice	   du	   gène	   LOB	  1	   ou	   des	   autres	   cibles	   spécifiquement	  
activées	  par	  l'effecteur	  TAL-­‐cc.	  
Nos	   travaux	  suggèrent	  ainsi	  que	   le	  pouvoir	  pathogène	  des	  souches	  de	  Xci	  évoluerait	  par	   lignées	  
par	   convergence	  vers	  une	   restriction	  de	   la	   gamme	  d'hôte,	   et	  que	   les	   souches	  à	   gamme	  d'hôtes	  
restreinte	   seraient	   issues	  d'un	  ancêtre	  commun.	  La	   reconstruction	  des	  états	  ancestraux	   suggère	  
que	  cet	  ancêtre	  commun	  contient	  les	  différents	  polymorphismes	  identifiés	  ici	  chez	  les	  effecteurs	  
non	  TAL	  pour	  leur	  spécificité	  de	  pathotypes.	  Il	  est	  difficile	  à	  l'heure	  actuelle	  de	  déterminer	  si	  cet	  
ancêtre	  commun	  est	  associé	  à	  une	  restriction	  d'hôte	  ou	  si	  cette	  restriction	  est	  propre	  à	  chacune	  
des	   lignées	   des	   souches	   A*/AW.	   Parmi	   les	   lignées	   à	   gamme	   d'hôtes	   restreinte,	   la	   lignée	  
représentée	   par	   le	   pathotype	   AW	   est	   la	   mieux	   caractérisée,	   puisqu'un	   phénotype	   précis	   a	   été	  
227
Discussion
associé	  à	  la	  présence	  de	  l'effecteur	  XopAG.	  Il	  est	  possible	  que	  pour	  chacune	  des	  lignées	  de	  A*	  ce	  
soit	   une	   combinaison	   unique	   du	   contenu	   en	   effecteurs	   TAL	   et	   d'autres	   déterminants	   impliqués	  
dans	   le	   pouvoir	   pathogène	   qui	   détermine	   l'issue	   de	   l'interaction	   sur	   les	   hôtes	   sensibles	   aux	  
souches	  du	  pathotype	  A,	   ce	  qui	   expliquerait	   les	   différences	  de	  phénotypes	  observées	   entre	   ces	  
lignées.	   Les	   phénomènes	   d'érosions	   décrits	   pour	   la	   lignée	   AW	   peuvent	   être	   plus	   ou	   moins	  
prononcés	  et	  la	  question	  de	  la	  réversibilité	  de	  la	  gamme	  d'hôtes	  de	  souches	  à	  gamme	  restreinte	  
dépend	  probablement	  du	  temps	  depuis	  lequel	  une	  lignée	  a	  divergé	  depuis	  cet	  ancêtre	  commun.	  	  
Génomique	  comparative	  et	  spécialisation	  d'hôte	  
L'analyse	  pan-­‐génomique	  de	   l'évolution	  de	  Xci	  permettra	  de	  mieux	  appréhender	   la	  question	  des	  
pertes/gains	   et	   modifications	   de	   gènes	   qui	   pourraient	   être	   associés	   à	   une	   modification	   de	   la	  
gamme	   d'hôtes.	   La	   reconstruction	   des	   états	   ancestraux	   pour	   un	   ensemble	   de	   gènes	   pourrait	  
permettre	  de	  caractériser	  les	  gènes	  et	  les	  SNP	  de	  l'ancêtre	  commun	  des	  souches	  à	  gamme	  d'hôte	  
étroite,	   déterminer	   les	   catégories	   COG	   impliquées	   dans	   la	   spécialisation	   d'hôte,	   et	   notamment	  
permettrait	  de	  déterminer	  quelle	  étape	  de	  l'infection	  détermine	  l'adaptation	  à	  l'hôte	  à	  partir	  des	  
catégories	   de	   gènes	   identifiées.	   La	   génomique	   comparative	   à	   partir	   de	   génomes	   obtenus	   par	  
séquençage	   Illumina	   reste	   cependant	   limitée	   par	   l'impossibilité	   de	   détecter	   les	   phénomènes	   de	  
pseudogénisation	   impliquant	   les	   éléments	   répétés,	   la	   difficulté	   d'assembler	   les	   zones	   riches	   en	  
répétitions,	  et	   la	   caractérisation	  des	  plasmides	  de	  Xci	   riches	  en	   IS	   (97),	  et	  dont	   le	  nombre	  varie	  
entre	  les	  souches	  (314).	  Son	  coût	  faible	  et	  sa	  rapidité	  permettent	  en	  revanche	  le	  séquençage	  d’un	  
grand	   nombre	   de	   souches,	   par	   exemple	   des	   isolats	   issus	   d’une	   épidémie	   à	   petite	   ou	  moyenne	  
échelle	  géographique.	  Ceci	  devrait	  permettre	  de	  caractériser	  la	  dynamique	  évolutive	  de	  ce	  type	  de	  
populations,	  éventuellement	  d’établir	  une	  horloge	  moléculaire	  pour	  Xci	  et	  de	  mieux	  interpréter	  la	  
diversité	  mondiale	  telle	  que	  nous	  l’avons	  décrite.	  
Etude	  de	  l'expression	  des	  gènes	  par	  RNAseq	  
Le	  rôle	  des	  T3E	  dans	  l'interaction	  plante-­‐pathogène	  et	   leur	   implication	  dans	  l'adaptation	  à	   l'hôte	  
pourrait	   par	   ailleurs	   dépendre	   de	   leur	   expression.	   Les	   travaux	   de	   séquençage	   des	   transcrits	  
bactériens	   totaux	   entrepris	   au	   laboratoire	   visent	   à	   caractériser	   quels	   sont	   les	   gènes	  
différentiellement	   exprimés	   sur	   milieu	   minimum	   (après	   induction	   par	   le	   régulateur	   HrpG,	   qui	  
mime	  la	  détection	  du	  milieu	  plante),	  et	  permettront	  de	  déterminer	  entre	  autre	  :	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-­‐	  lesquels	   de	   ces	   effecteurs	   sont	   réellement	   exprimés	   lors	   de	   l’interaction	   avec	   la	   plante,	   après	  
déclenchement	  du	  système	  de	  sécrétion	  de	  type	  3	  et	  des	  effecteurs	  qu’il	  exporte	  
-­‐	  quelle	  est	  l’importance	  relative	  des	  différents	  effecteurs	  identifiés	  dans	  notre	  travail	  pour	  ce	  qui	  
concerne	  l’aspect	  quantitatif	  de	  leur	  expression,	  notamment	  les	  effecteurs	  fortement	  conservés	  
sont	  ils	  les	  plus	  important	  et	  sont	  ils	  fortement	  exprimés	  lors	  de	  l'interaction,	  	  
-­‐	  si	  certains	  effecteurs	  sont	  différentiellement	  exprimés	  en	  fonction	  du	  pathotype	  considéré.	  	  
Maintenant	   que	   de	   nombreux	   génomes	   d’agrumes	   sont	   disponibles	   cette	   technique	   peut	   être	  
élargie	  à	  l’étude	  in	  vivo	  des	  transcrits	  bactériens	  et	  végétaux	  au	  cours	  de	  l’interaction.	  
Apport	   de	   la	   diversité	   de	   TAL-­‐cc	   pour	   la	   compréhension	   de	   la	   spécificité	  
d'activation	  des	  effecteurs	  TAL	  
Les	   effecteurs	   TAL	   sont	   un	   outil	   très	   intéressant	   en	   biotechnologie	   du	   fait	   de	   leur	   grande	  
spécificité	  d'interaction	  avec	   l'ADN,	   trouvant	  de	  nombreuses	  applications	   comme	  activateurs	  de	  
transcription	  ou	  lorsqu'ils	  sont	  fusionnés	  à	  des	  nucléases	  (46).	  L'induction	  ou	  non	  de	  l'expression	  
d'un	   gène	   par	   un	   TAL	   artificiel	   ou	   naturel	   n'est	   cependant	   pas	   toujours	   explicable	   par	   les	  
spécificités	  du	  code,	  ou	  encore	  par	  les	  autres	  aspects	  important	  de	  la	   liaison	  TAL-­‐ADN	  comme	  la	  
bonne	   répartition	   des	   RVD	   forts	   et	   faibles	   (360).	   Nos	   résultats	   indiquent	   que	   la	   liaison	   entre	  
l'effectuer	  TAL	  et	  l'ADN	  de	  la	  plante	  est	  possible	  malgré	  certaines	  incohérences	  entre	  la	  séquence	  
déduite	  du	  code	  à	  partir	  d'un	  TAL,	  et	  la	  séquence	  trouvée	  dans	  la	  région	  promotrice	  du	  gène	  ciblé.	  
Cette	  tolérance	  du	  code	  reste	  à	  ce	  jour	  mal	  caractérisée	  et	  il	  serait	  intéressant	  de	  la	  quantifier	  par	  
qRT-­‐PCR	  à	  partir	  de	  l'induction	  de	  la	  protéine	  LOB	  1	  par	  les	  différents	  TAL-­‐cc	  caractérisés	  dans	  ce	  
travail.	  
Le	  potentiel	  évolutif	  des	  TAL	  mis	  en	  évidence	  doit	  être	  mieux	  caractérisée	  	  
Notre	  étude	  a	  mis	  en	  évidence	  une	  diversité	  des	  effecteurs	  TAL	  probablement	  liée	  à	  leur	  potentiel	  
évolutif.	   Il	   serait	   intéressant	   de	   caractériser	   cette	   plasticité	   à	   différentes	   échelles	   spatio-­‐
temporelles,	  par	  exemple	  au	  cours	  d’une	  épidémie	  afin	  de	  déterminer	  leur	  potentiel	  évolutif.	  Ceci	  
d'une	  part	  pour	  évaluer	   les	   risques	  de	  mutation/recombinaison	   lors	  de	   l'utilisation	  de	  TAL	  pour	  
cibler	  un	  gène	  en	  biotechnologies.	  D'autre	  part,	  une	  meilleure	  caractérisation	  des	  TAL	  au	  sein	  des	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populations	  permettrait	  de	  déterminer	  si	  le	  développement	  de	  résistances	  par	  l'insertion	  de	  sites	  
de	   reconnaissances	   d'effecteurs	   TAL	   conservés	   dans	   les	   régions	   promotrices	   des	   gènes	   de	  
résistance	  serait	  durable.	  
Etude	  des	  TAL	  par	  évolution	  expérimentale	  
En	  complément	  des	  études	  des	  populations	  naturelles,	  l’évolution	  expérimentale	  est	  un	  outil	  très	  
puissant	   pour	   étudier	   les	   processus	   et	   la	   dynamique	   de	   l’adaptation	   (122).	   Ces	   approches	   sont	  
particulièrement	  adaptées	  dans	  l'étude	  des	  organismes	  à	  temps	  de	  génération	  courts,	  comme	  les	  
bactéries.	  
Des	  inoculations	  sérielles	  de	  souches	  au	  contenu	  en	  effecteurs	  TAL	  bien	  caractérisé	  ou	  de	  souches	  
déplétées	  pour	  la	  majorité	  de	  leurs	  gènes	  TAL	  dans	  des	  hôtes	  exerçant	  une	  pression	  de	  sélection	  
pourrait	  permettre	  de	  suivre	  cette	  dynamique	  de	  façon	  relativement	  contrôlée.	  
Par	   ailleurs	   il	   serait	   intéressant	   de	   déterminer	   les	   potentiels	   transferts	   plasmidiques	   entre	   une	  
souche	  dépourvue	  d'effecteur	  TAL	  et	  les	  souches	  des	  pathotypes	  A	  et	  A*.	  Le	  transfert	  plasmidique	  
a	   déjà	   été	   mis	   en	   évidence	   pour	   la	   restauration	   du	   chancre	   d'une	   souche	   n'induisant	   plus	   le	  
chancre	   du	   fait	   de	   l'insertion	   d'un	   transposon	   dans	   son	   TAL-­‐cc	   (121).	   Il	   serait	   intéressant	   de	  
déterminer	  si	  sur	  les	  hôtes	  discriminants	  les	  souches	  des	  pathotypes	  A	  et	  A*,	  un	  mutant	  dépourvu	  
d'effecteur	  TAL	  pourrait	  acquérir	  le	  TALome	  nécessaire	  à	  l'infection,	  ce	  qui	  appuierait	  l'hypothèse	  
du	  TALome	  comme	  déterminant	  de	   la	  gamme	  d'hôtes	  par	  synergie	  de	   l'ensemble	  des	  effecteurs	  
TAL.	  Ces	  travaux	  seraient	  relativement	  simples	  à	  mettre	  en	  place	  par	  exemple	  par	   l'introduction	  
de	   marqueurs	   antibiotiques	   dans	   les	   différents	   plasmides	   de	   la	   souche	   IAPAR	  306	   et	   suivi	   des	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Host	  specialization	  is	  an	  adaptative	  process	  where	  a	  pathogen	  becomes	  able	  to	  attack	  a	  single	  host	  
or	  a	  relatively	  narrow	  host	  range.	  It	  involves	  specialization	  of	  pathogenicity	  factors	  which	  are	  best	  
adapted	   to	   the	   host	   plant,	   increasing	   the	   general	   fitness	   of	   the	   pathogen.	   Changes	   of	   host	  
specificity	  are	  a	  serious	  threat	  to	  agricultural	  productions.	  
Citrus	  Asiatic	  Canker	  is	  a	  disease	  infecting	  most	  cultivated	  citrus	  species	  and	  several	  Rutaceae.	  It	  is	  
present	   in	   many	   citrus	   producing	   countries	   and	   is	   a	   quarantine	   agent	   almost	   everywhere.	  
Resistance	  against	   the	   causal	   agent	   is	   not	   a	  priority	   in	   citrus	   selection.	   Three	  pathotypes	  of	   the	  
responsible	   bacterium	   Xanthomonas	   citri	   pv.	   citri	   (Xci)	   differ	   by	   their	   host	   range	   :	   strains	   from	  
pathotype	  A	  are	  able	  to	   infect	  most	  citrus	  species,	  while	  strains	  from	  pathotypes	  A*	  and	  AW	  are	  
naturally	  restricted	  to	  fewer	  hosts.	  
Our	   objectives	  were	   to	   assess	   the	   role	   of	   type	   3	   effectors	   (T3E)	   in	   this	   host	   specialization.	  We	  
characterized	   the	   symptomatology	   of	   strains	   from	   a	   collection	   representative	   of	   the	  worldwide	  
genetic	   diversity	   on	   different	   citrus	   species	   and	   identified	   their	   T3E	   repertoires	   by	   different	  
strategies,	   including	   “next	   generation”	   sequencing.	   Effectors	   of	   the	   TAL	   family	   (Transcription	  
Activator-­‐Like)	  were	  analysed	  using	  a	  more	  traditional	  approach	  of	  cloning	  and	  Sanger	  sequencing	  
because	  of	  their	  repetition-­‐rich	  structure.	  
Pathotype	  A	  strains,	  although	  genetically	  diverse,	  are	  very	  homogenous	  in	  terms	  of	  pathogenicity,	  
while	   pathotype	   A*	   strains	   are	   a	  monophyletic	   group	   divided	   into	   distinct	   lineages	   differing	   in	  
virulence	  and	  aggressiveness.	  
The	  Xci	  T3E	  repertoire	  is	  highly	  conserved	  but	  for	  each	  single	  effector	  there	  can	  be	  different	  levels	  
of	   polymorphism,	   suggesting	   contrasting	   selective	   pressures.	   The	   most	   conserved	   ones	   are	  
probably	  involved	  in	  aggressiveness,	  while	  those	  that	  show	  variation	  correlated	  to	  pathotype	  may	  
collectively	  contribute	  to	  host	  range	  definition.	  
TAL	  effectors	  are	  highly	  polymorphic,	  relating	  to	  the	  high	  evolvability	  of	  those	  proteins.	  Minor	  TAL	  
effectors	  probably	  perform	  a	  role	  in	  symptom	  development	  in	  additive	  manner. 
TAL-­‐cc,	  which	   is	   the	  major	  pathogenicity	   factor	   in	  Xci	   is	  also	  highly	  polymorphic	  and	   is	  probably	  
under	   diversifying	   selection	   but	   retains	   its	   major	   function,	   which	   is	   to	   activate	   LOB-­‐1,	   a	   plant	  
transcriptional	  activator	  implicated	  in	  many	  aspects	  of	  the	  plant	  tissue	  development.	  
Strains	   from	   pathotype	   A*	   have	   diversified	   into	   several	   lineages	   and	   probably	   rely	   on	   various	  
pathogenicity	   strategies:	   a	   single	  effector	   (for	  example	  xopAG)	  or	   the	   complementary	  effects	  of	  
particular	  sets	  of	  effectors. 
	  
keywords	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  lineages 
Résumé	  
La	   spécialisation	   d'hôtes	   est	   une	   forme	   d'adaptation	   où	   l'agent	   pathogène	   est	   essentiellement	  
capable	  d'attaquer	  un	  seul	  hôte	  ou	  une	  gamme	  d'hôtes	  relativement	  restreinte.	  Elle	  s'accompagne	  
d'une	  spécialisation	  des	  déterminants	  du	  pouvoir	  pathogène	  qui	  sont	  adaptés	  au	  mieux	  à	  la	  plante	  
cible,	  favorisant	  une	  meilleure	  fitness	  sur	  l'hôte.	  Ces	  changements	  de	  spécificité	  d'hôtes	  sont	  une	  
préoccupation	  majeure	  du	  fait	  de	  la	  menace	  qu’ils	  représentent	  pour	  les	  productions	  agricoles.	  
Le	  chancre	  asiatique	  des	  agrumes	  est	  une	  maladie	  qui	  affecte	  la	  plupart	  des	  espèces	  commerciales	  
d’agrumes	  et	  quelques	  genres	  de	   la	   famille	  des	   rutacées.	  Elle	  est	  distribuée	  dans	  plusieurs	  pays	  
agrumicoles	   du	   monde	   et	   listée	   comme	   organisme	   de	   quarantaine.	   Bien	   qu'il	   n'y	   ait	   aucun	  
déploiement	  de	  résistances	  à	  cette	  maladie	  et	  donc	  probablement	  aucune	  pression	  de	  sélection	  
sur	   les	  populations	  bactériennes	  pouvant	  aboutir	  à	  une	  différenciation,	   trois	  pathotypes	  ont	  été	  
décrits	  chez	  son	  agent	  causal,	  Xanthomonas	  citri	  pv.	  citri.	  Sur	  la	  base	  d'apparentes	  différences	  de	  
gamme	  d'hôtes	   on	   distingue	   les	   souches	   du	   pathotype	  A	   qui	   infectent	   naturellement	   une	   large	  
gamme	   d’hôtes	   et	   les	   souches	   des	   pathotypes	   A*	   et	   AW	   dont	   la	   gamme	   d’hôtes	   naturels	   est	  
restreinte.	  
Nos	  objectifs	  étaient	  de	  déterminer	  le	  rôle	  des	  effecteurs	  de	  type	  3	  (T3E)	  dans	  cette	  spécialisation	  
d'hôte	   de	   Xanthomonas	   citri	   pv	  citri.	   Pour	   cela,	   nous	   avons	   établi	   une	   collection	   de	   souches	  
représentante	  de	   la	  diversité	  génétique	  mondiale	  décrite	  à	  ce	   jour.	  Nous	  en	  avons	  caractérisé	   la	  
symptomatologie	  sur	  différentes	  espèces	  d'agrumes,	  et	  nous	  avons	  identifié	  les	  répertoires	  de	  T3E	  
par	   différentes	   stratégies	   incluant	   le	   séquençage	   «	  nouvelle	   génération	  »	   de	   type	   Illumina.	   Les	  
effecteurs	  de	  la	  famille	  des	  TAL	  (Transcription	  Activator	  Like)	  ont	  exigé	  un	  travail	  de	  séquençage	  à	  
part	  du	  fait	  de	  leur	  structure	  particulière	  riche	  en	  répétitions.	  
Nous	  avons	  montré	  le	  pathotype	  A	  regroupe	  des	  souches	  qui	  présentent	  une	  agressivité	  similaire	  
bien	   que	   génétiquement	   diverses,	   et	   le	   pathotype	   A*	   est	   un	   groupe	  monophylétique	   divisé	   en	  
plusieurs	  lignées	  caractérisées	  par	  des	  différences	  de	  symptomatologie	  et	  de	  virulence. 	  
Nous	  avons	  montré	  que	  la	  composition	  en	  famille	  de	  T3E	  est	  conservée	  au	  sein	  du	  répertoire	  de	  
Xci	   et	   que	   ces	   T3E	   montrent	   différents	   degrés	   de	   conservation	   ce	   qui	   relève	   de	   pression	   de	  
sélection	   différentes.	   Il	   est	   probable	   que	   les	   plus	   conservés	   aient	   une	   implication	   forte	   dans	   le	  
pouvoir	   pathogène	   de	   Xci,	   et	   que	   ceux	   qui	   présentent	   des	   spécificités	   alléliques	   associées	   aux	  
pathotypes	  contribuent	  collectivement	  à	  la	  détermination	  de	  la	  gamme	  d'hôte.	  
Les	  effecteurs	  TAL	  présentent	  de	  nombreux	  polymorphismes,	  ce	  qui	  témoigne	  d'un	  fort	  potentiel	  
évolutif	   de	   ces	   protéines,	   et	   les	   TAL	   mineurs	   semblent	   impliqués	   de	   manière	   additive	   dans	   la	  
symptomatologie.	  
Le	  TAL-­‐cc,	  déterminant	  majeur	  du	  pouvoir	  pathogène	  de	  Xci,	  n'échappe	  pas	  à	  ce	  potentiel	  évolutif	  
imputable	   à	   une	   forte	   pression	   de	   sélection	   diversifiante,	   cependant	   sa	   fonction	   majeure	  
d’induction	   de	   LOB-­‐1	   est	   conservée.	   LOB-­‐1	   est	   un	   activateur	   de	   transcription	   spécifique	   des	  
plantes	  et	  essentiel	  dans	  de	  nombreux	  aspects	  du	  développement	  du	  tissu	  végétal.	  
Les	  souches	  du	  pathotype	  A*	  seraient	   le	   fruit	  de	  différentes	   lignées	   impliquant	  des	  mécanismes	  
variables	  :	  présence	  d'un	  effecteur	  identifié	  (xopAG),	  ou	  action	  commune	  du	  pool	  d'effecteurs.	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